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RESUMO 
 
A tripanossomíase americana, ou Doença de Chagas, é uma enfermidade associada 
à infecção pelo protozoário Trypanosoma cruzi. Esta doença possui tratamento com 
medicamentos tóxicos e com baixa eficácia contra a fase crônica da doença. A 
pesquisa de novos alvos metabólicos pode levar ao desenvolvimento de novos 
fármacos mais seguros e eficazes. A enzima málica (ME) é considerada um alvo 
molecular promissor pela sua capacidade de produção de NADPH, agente redutor 
utilizado em diferentes vias biossintéticas e na neutralização de espécies reativas de 
oxigênio oriundas do próprio metabolismo do parasita, ou desencadeadas pelo 
sistema imune de seu hospedeiro mamífero. Duas isoformas da enzima são 
encontradas em T. cruzi, uma mitocondrial (TcMEm) e outra citosólica (TcMEc). Nesta 
tese são apresentados os primeiros inibidores caracterizados para estas enzimas, 
identificados por uma triagem automatizada em larga escala (HTS) de uma biblioteca 
de aproximadamente 30 mil compostos contra ambas isoformas. Foi determinado o 
IC50 de 262 moléculas bioativas contra as duas TcMEs, além das 3 isoformas 
humanas, sendo os compostos agrupados em 6 diferentes classes químicas. Os 
inibidores mais potentes pertencem a um grupo nomeado ATR3, formado por 218 aril 
sulfonamidas que agem, na sua maioria, especificamente contra a TcMEc. Além disto, 
compostos selecionados foram testados contra cultura de células do parasita, tanto 
na forma epimastigota, quanto na forma amastigota. Estes testes revelaram inibidores 
seletivos de cada isoforma com atividade tripanocida, inclusive contra a forma 
intracelular do parasita no hospedeiro mamífero. Por fim, nesta tese também é 
apresentada a determinação das primeiras estruturas cristalográficas de ambas 
TcMEs, indicando diferenças estruturais com as homólogas humanas. Além disto, 
foram obtidos complexos da TcMEc com 6 diferentes ATR3, revelando o sítio de 
inibição na interface de dimerização da enzima.  Assim, os resultados de HTS 
demonstram que as TcMEs são proteínas que podem ter suas atividades moduladas 
por pequenas moléculas hidrofóbicas, requisito fundamental para um alvo terapêutico. 
Além disto, os compostos podem ser utilizados em estudos posteriores como sondas 
químicas para validação das enzimas como alvo terapêutico. As estruturas 
cristalográficas, por sua vez, são importantes ferramentas que podem ser utilizadas 
para o planejamento racional de novos inibidores ou análogos.   
ABSTRACT 
 
American trypanosomiasis, or Chagas Disease, is caused by the protozoan 
Trypanosoma cruzi. The treatment is based on drugs that present serious side effects 
and are inefficient against the chronic phase of the disease. The research in new 
metabolic targets may lead to the development of safer and more efficient drugs. Malic 
enzyme (ME) is considered a promising target due to its ability to produce NADPH, 
reducing agent that participates in a number of biosynthetic pathways and in 
detoxication of reactive oxygen species produced from endogenous metabolic 
reactions or from exogenous immune insults generated by mammalian host cells. T. 
cruzi expresses two isoforms of the enzyme, one mitochondrial (TcMEm) and other 
cytosolic (TcMEc). In this thesis, the first characterized inhibitors for these enzymes 
are reported, identified by a biochemical high-throughput screening (HTS) assay 
against a library of 30 thousand compounds. IC50 values of 262 molecules were 
determined for both TcMEs as well as for three human ME isoforms, with the inhibitors 
clustered into six groups according to their chemical similarity. The most potent hits 
belonged to group ATR3, comprised of 218 aryl-sulfonamides that specifically target 
TcMEc. Moreover, several selected inhibitors of both TcMEs showed trypanocidal 
effect against the replicative forms of T. cruzi. Also, in this work the first crystallographic 
structures of both TcMEs are shown, revealing different features from the human 
homologues. In addition, the complex of TcMEc with 6 different ATR3 molecules were 
determined, unravelling the inhibition site at the dimer interface. In conclusion, the HTS 
results demonstrate that TcMEs are druggable, being modulated by small hydrophobic 
molecules, which is an essential requirement for a drug target. Moreover, the identified 
compounds can be used as chemical probes in the validation of the enzymes. The 
enzyme structures are important tools which may be employed to design new inhibitors 
or analogues.  
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1: Introdução e objetivos 
 
1.1 Doença de Chagas 
A Doença de Chagas, ou tripanossomíase americana, é uma doença infecciosa 
causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi. A Organização Mundial de Saúde 
(OMS) estima que 7 milhões de pessoas estejam infectadas na América Latina1. O 
tratamento atual é baseado no uso de medicamentos de baixa eficácia e com sérios 
efeitos colaterais.  
Triatomíneos, popularmente chamados de barbeiros, são os hospedeiros 
intermediários do T. cruzi. No intestino do inseto o parasita se encontra na forma 
epimastigota (replicativa, não infectiva), que ao chegar ao final do trato digestivo, se 
diferencia por metaciclogênese para forma tripomastigota metacíclica (não replicativa, 
infectiva). Está última é excretada junto com as fezes do inseto e pode ser transmitida 
à corrente sanguínea do hospedeiro mamífero através do contato das fezes com as 
mucosas ou com a lesão resultante da picada do inseto. Uma vez na corrente 
sanguínea, o parasita invade células nucleadas. Dentro das células do mamífero, o 
tripanossomatídeo se diferencia na forma amastigota (replicativa), que se replica por 
fissão binária. Os parasitas então passam por uma fase transitória chamada de 
epimastigota intracelular (replicativa)2, e se diferenciam em tripomastigotas (não 
replicativa, infectiva), rompendo a membrana celular hospedeira, caindo novamente 
na corrente sanguínea. A forma tripomastigota pode então invadir novas células ou 
ainda ser transmitido ao babeiro, fechando o ciclo de vida do parasita (Figura 1.1)3.  
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Figura 1.1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Figura adaptada do Centers for Diseases 
Control and Prevention (www.cdc.gov/). 
 
Outras formas de transmissão são por transfusão de sague, transplante de 
órgãos ou transmissão vertical. Uma última via é a infecção através da ingestão de 
alimentos contendo altas quantidades do parasita, como açaí, sucos de frutas e caldo 
de cana4.  
Após a infecção pelo parasita, inicia-se a fase aguda da Doença de Chagas, 
que pode ser assintomática ou apresentar sintomas não específicos, como febre, 
edema e dores no corpo. Após 4-8 semanas, a doença progride para a fase crônica, 
marcada por ausência de parasitemia e forte resposta imunológica. Em 60-70% dos 
casos a forma é indeterminada, ou seja, não ocorre nenhuma manifestação clínica. 
Em contrapartida, a fase crônica pode ser de forma determinada, apresentando, após 
10-30 anos após a infecção, a forma cardíaca (30-40% dos casos, marcada por 
cardiomegalia, arritimia e tromboembolismo) ou ainda a forma digestiva (10-15% 
pacientes, apresentando megaesôfago e megacólon)3. Os processos que levam ao 
desenvolvimento das formas determinadas não são totalmente compreendidos, 
estando ligados a diferentes mecanismos como reações inflamatórias, imunológicas 
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da interação parasito-hospedeiro e reações autoimunes5. Estudos apontam que a 
presença do parasita no organismo é essencial para a manutenção da doença crônica 
determinada, indicando a necessidade de eliminar o parasita do hospedeiro para o 
tratamento da doença6.   
Desde os anos 70 o tratamento de pacientes com Doença de Chagas é feito 
com os compostos nitro heterocíclicos nifurtimox e benznidazol, os quais são 
eficientes para o tratamento de pacientes em fase aguda da doença, porém 
apresentam problemas de toxicidade. O benznidazol é considerado o mais eficiente e 
seguro, porém em 30% dos casos há a necessidade da interrupção do tratamento 
devido a efeitos colaterais. No caso de pacientes em fase crônica o tratamento é 
menos eficaz, sendo discutido e estudado o uso de benznidazol nesta fase7,8. Além 
da falta de eficiência e alta toxicidade, cepas de T. cruzi resistentes aos nitro 
heterocíclicos são encontradas9.  
Nos últimos anos se tem estudado o uso de antifúngicos triazólicos como 
posaconazol para o tratamento na fase crônica, porém ainda não é um tratamento 
estabelecido e recomendado8,10. Esta classe de compostos atua pela inibição da 
enzima esterol-14-α-desmetilase (CYP51), pertencente à via de síntese de 
ergosterol11. Além da CYP51, outro alvo amplamente estudado e validado é a cisteína-
protease cruzaína, para qual há inibidores com atividade tripanocida in vitro e in vivo 
em modelos murinos de infecção de T. cruzi12,13.      
O tratamento atual para Doença de Chagas está longe do ideal e as pesquisas 
direcionadas para o desenvolvimento de novos fármacos que atuem de maneira 
específica contra o parasita podem levar ao desenvolvimento de medicamentos mais 
eficientes e seguros no tratamento desta enfermidade, além de abrangerem as duas 
fases da doença. 
O desenvolvimento racional de fármacos baseado em alvo é uma dentre as 
diferentes estratégias para o desenho de moléculas bioativas. Esta se baseia no 
desenho de compostos que modulam a atividade de um alvo específico, como uma 
proteína, RNA ou gene. No caso de doenças parasitárias, o alvo pode ser uma 
proteína cuja função é essencial à viabilidade ou infectividade do parasita. Uma vez 
comprovada a relação da função do alvo com a manutenção da infecção, este é 
considerado um alvo validado14. 
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A validação de um alvo terapêutico é uma tarefa complexa e muitas vezes 
ocorre não de forma linear e racional, mas utilizando dados empíricos. Um alvo 
realmente validado é aquele que apresenta um ligante específico com atividade em 
humanos. Este tipo de alvo é, historicamente, o mais utilizado pela indústria 
farmacêutica, que passa a triar e sintetizar compostos cada vez mais específicos, 
potentes, seguros e lucrativos15. Para isto, a indústria utiliza métodos e processos bem 
estabelecidos para descoberta e otimização de compostos, além de realizar ou 
financiar os estudos clínicos. Porém, há uma escassez de alvos para serem 
explorados, sendo necessário propor novos possíveis alvos terapêuticos. Esta tarefa 
requer pesquisa em ciência básica e é mais frequentemente feita em ambientes 
acadêmicos15,16.  
Dentro do ambiente acadêmico, geralmente se considera um alvo validado 
aquele em que se comprove a sua importância em ensaios celulares in vitro e modelos 
in vivo. Isto geralmente é realizado através de técnicas de manipulação genética 
(validação genética), como knockout ou RNA de interferência (RNAi), por validação 
química, utilizando inibidores específicos para o alvo com atividade em ensaios 
celulares, ou ainda, por uma combinação de validação genética e química. 
No caso da Doença de Chagas, a validação genética do alvo não é trivial, dado 
que não é possível realizar RNAi em T. cruzi, pois este não possui o repertório proteico 
para geração do RNA interferente17. Assim, costuma-se utilizar como modelo o 
conhecimento obtido por RNAi em T. brucei, outro tripanossomatídeo, causador da 
Doença do Sono (Figura 1.2). Porém, diferenças quanto às fases e metabolismo entre 
estes parasitas comprometem a translação das conclusões referentes a T. brucei para 
T. cruzi. Outra opção de validação genética para T. cruzi pode ser feita por knockout 
por recombinação homóloga, ou mais recentemente, utilizando o sistema 
CRISPR/Cas918,19. Porém, como nestas técnicas o gene é deletado, se este for 
essencial ao desenvolvimento do parasita, este não é viável, tornando complexo 
concluir se o gene é essencial ou se foi o experimento que fracassou. Além disto, caso 
o gene seja essencial ao epimastigota, estágio em que é realizado a manipulação 
genética, não é possível avaliar o papel deste gene nas outras formas do parasita. 
Com o advento do sistema CRISPR/Cas9, espera-se que no futuro seja possível 
desenvolver um sistema de depleção de transcrição gênica induzível, sendo mais 
apropriado para validação de novos alvos. 
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Figura 1.2: Ciclo de vida do Trypanosoma brucei. Figura adaptada do Centers for Diseases 
Control and Prevention (www.cdc.gov/). 
 
Uma outra forma de estudar possíveis alvos é o uso de uma sonda química, 
definida como um inibidor potente e seletivo de uma determinada proteína, além de 
ser permeável à membrana celular, permitindo seu uso em ensaios celulares. Assim, 
pode-se estudar o efeito da inibição do possível alvo com relação à viabilidade ou 
outros processos intracelulares20.  
Não se deve esquecer que um alvo terapêutico não deve ser somente essencial 
à manutenção da doença, mas também deve ser druggable21. Este conceito é utilizado 
para descrever a capacidade de um alvo de ter sua atividade modulada por pequenas 
moléculas, geralmente hidrofóbicas, com características físico-químicas coerentes 
com um fármaco. Assim, alvos aparentemente promissores considerando somente a 
biologia da doença falham no desenvolvimento de fármacos por não possuírem 
cavidades hidrofóbicas, não sendo possível o desenvolvimento de inibidores22. 
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Um exemplo de alvo validado em T. cruzi utilizando uma combinação de sonda 
química e manipulação genética é a enzima N-miristoiltransferase. Em 2014, A. J. 
Roberts e colaboradores23 demonstraram que a deleção dos dois alelos da enzima só 
é possível de ser realizada com a expressão de uma cópia ectópica, indicando que a 
enzima é essencial. Além disto, inibidores específicos para a enzima, primeiramente 
identificados para a proteína homóloga de T. brucei24, apresentaram atividade 
tripanocida e inibiram a atividade N-miristoiltransferase no parasita de forma 
proporcional à dose. Ainda, linhagens de parasita com a deleção de uma cópia do 
gene se apresentaram mais sensíveis aos inibidores, enquanto linhagens 
superexpressando a enzima foram mais resistentes. Em um segundo estudo25, 
inibidores desta enzima se mostraram ativos contra a forma tripomastigota e 
amastigota do parasita, apresentando seletividade em relação a célula de mamífero 
hospedeira. Novamente, os compostos inibem a atividade N-miristoiltransferase em 
ensaio celulares, desta vez expandindo os estudos para as formas tripomastigota e 
amastigota. Assim, neste modelo elegante utilizado para validação de alvo em T. cruzi 
é necessário, antes de mais nada, que o possível alvo seja druggable e já se tenha 
disponível algum composto específico e potente contra este. 
1.2 Enzimas produtoras de NADPH como potenciais alvos 
terapêuticos 
A nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reduzida (NADPH) tem um papel 
crucial na sobrevivência dos parasitas por ser o cofator utilizado por enzimas 
envolvidas na desintoxicação da célula por espécies reativas de oxigênio produzidos 
tanto pelo metabolismo do parasita, como também pelo hospedeiro mamífero. Além 
disso, enzimas de vias biossintéticas utilizam o NADPH como agente redutor. 
Os tripanossomatídeos possuem em seu sistema redox a tripanotiona (N1-N8-
bisglutationil espermidina), composto ausente em humanos formado por duas 
moléculas de glutationa conectadas por uma espermidina. A tripanotiona é mantida 
na sua forma reduzida (T(SH)2), pela enzima tripanotiona redutase (TryR), que utiliza 
como cofator o NADPH. A principal função da tripanotiona é desintoxicar a célula do 
parasita de peróxidos produzidos pelo metabolismo do parasita ou pelo hospedeiro 
mamífero em resposta a invasão celular26. Este processo de desintoxicação é 
realizado por enzimas do tipo peroxidases que utilizam elétrons doados diretamente 
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da tripanotiona ou através do intermediário triparedoxina (Tpx). Outra família de 
enzimas que utiliza o potencial redox da tripanotiona (e da Tpx) são as ribonucleotídeo 
redutases. Estas enzimas catalizam o primeiro passo na via de síntese de novo de 
precursores de DNA27. 
As principais enzimas que produzem o NADPH utilizam metabolitos 
provenientes do metabolismo energético, sendo elas: glicose 6-fosfato desidrogenase 
(G6PD), 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGD) (ambas pertencentes a via de 
pentose fosfato28), isocitrato desidrogenase (IDH)29, enzima málica (ME)30 e glutamato 
desidrogenase (GLDH)31. 
O metabolismo energético dos parasitas é modulado conforme a 
disponibilidade de fontes energéticas, como glicose e aminoácidos, nos diferentes 
ambientes que estes se localizam, sendo variável com o estágio parasitário32,33. 
Quando estão na corrente sanguínea, onde encontram grande quantidade de glicose, 
a principal via utilizada é a glicólise. No caso de T. brucei, a forma sanguínea não 
realiza fosforilação oxidativa, dependendo somente da glicólise para formação do 
ATP, sendo o piruvato excretado das células e a mitocôndria utilizada para regenerar 
indiretamente NAD+, via oxidação de glicerol-3-fosfato. Já em T. cruzi, a fosforilação 
oxidativa ocorre em todos os estágios do parasita, mesmo na presença de glicose32. 
Considerando agora o ambiente intracelular ou o intestino do inseto (no caso de T. 
brucei, a forma procíclica), onde a concentração de glicose é menor, o catabolismo de 
aminoácidos se torna a principal via para obtenção de energia. Uma evidência da 
mudança de glicose para aminoácidos como fonte de energia T. cruzi é a maior 
atividade de transporte de glicose ser na fase tripomastigota, enquanto na fase 
amastigota esta não ser detectável34. Neste estágio, apesar de haver alta 
concentração de prolina, o transporte deste aminoácido também é baixo, indicando 
que o parasita depende de vias biossintéticas ou degradação proteica35. Dados de 
metabolômica também evidenciam a mudança de fonte de carbono de glicose para 
aminoácidos na transição entre a fase de crescimento exponencial e estacionária na 
forma epimastigota de T. cruzi36.  
Pensado em alvos para desenvolvimento de drogas que diminuem a produção 
de NADPH, tem-se a G6PD como um bom alvo para T. brucei e para a forma 
tripomastigota de T. cruzi, já que ambas se encontram na corrente sanguínea. A G6PD 
é um alvo validado por RNAi na forma sânguinea de T. brucei e inibidores desta 
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enzima apresentam atividade tripanocida in vitro contra a forma sanguínea de T. 
brucei e epimastigota de T. cruzi37,38. 
Porém, a forma amastigota de T. cruzi se encontra em ambiente intracelular, o 
que pode tornar a inibição da G6PD insuficiente para morte do parasita, pois este pode 
vir a usar as outras desidrogenases para geração de NADPH. Assim, considerando 
RNAi, o melhor modelo para a forma amastigota são dados referentes à forma 
procíclica de T. brucei, estágio em que o parasita também utiliza aminoácidos como 
fonte de carbono. Neste estágio, o RNAi da G6PD indica que esta enzima não é 
essencial, sendo a produção de NADPH no citosol compartilhada entre a G6PD e ME 
citosólica (TbMEc)39. Em contrapartida, a isoforma mitocondrial da ME (TbMEm) é 
essencial, na presença ou ausência de glicose no meio de cultura, sendo esta enzima 
provavelmente a principal provedora de NADPH na mitocôndria. Neste mesmo 
trabalho, é sugerido um ciclo em que as TbMEs funcionariam como uma forma de 
transferir elétrons de NADH produzido no glicosoma, para formação de NADPH no 
citosol ou mitocondria, utilizando uma ou outra isoforma da ME (Figura 1.3). Esta 
função substituiria a função exercida por transidrogenases, enzimas que transferem 
elétrons de NADH para NADP+ (ou a reação contrária, de NADPH para NAD+) e que 
são ausentes em tripanossomatídeos39.  
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Figura 1.3: Vias metabólicas relacionadas à produção de NADPH em T. brucei. As setas 
pretas indicam as vias do metabolismo de glicose e prolina em T. brucei procíclico cultivado 
em condições com glicose em abundância, enquanto as setas brancas indicam o metabolismo 
de prolina na ausência de glicose40. As setas tracejadas representam passos os quais não há 
evidência de ocorrerem no parasita. O ciclo proposto para conversão de NADH em NADPH 
está indicado em verde. Os metabólitos que são excretados estão em caixa preta, enquanto 
os que são compartilhados entre os diferentes compartimentos estão com fundo cinza. As 
TbMEs estão destacadas em amarelo. As abreviações são: α-KG (α-cetoglutarato), 1,3-BPGA 
(1,3-bisfosfoglicerato), 3-PGA (3-fosfoglicerato), DHAP (fosfato de di-hidroxiacetona), Fum 
(fumarato), GAP (gliceraldeído-3-fosfato), Mal (malato), Oxac (oxaloacetato),  Pyr (piruvato), 
R5P (ribulose 5-fosfato), Suc (succinato),  Suc-CoA (succinil-CoA). Principais enzimas: 1 - 
glicose-6-fosfato desidrogenase, 2 - 6-fosfogluconate desidrogenase, 3 – glicose-6-fosfato 
isomerase, 4a – fosfofrutoquinase, 4b – frutose-1,6-bisfosfatase, 5 – aldolase,  6 – triose-
fosfato isomerase, 7 – gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, 8 – fosfogliceratoquinase 
citosólica, 9 – fosfoglicerato mutase, 10 – enolase, 11 – piruvato quinase, 12 - ,fosfopiruvato 
diquinase, 13 – fosfoenolpiruvato caboxiquinase, 14 – malato desidrogenase glicosomal, 15 – 
fumarase glicosomal e citosólica, 16 - fumarato redutase NADH-dependente glicosomal, 17 – 
enzima málica citosólica, 18 – enzima málica mitocondrial, 19 – fumarase mitocondrial, 20a – 
fumarato redutase NADH-dependente mitocondrial, 20b – succinato desidrogenase, 21 – 
succinil-CoA sintetase, 22 - α – cetoglutarato desidrogenase. Figura adaptada Allmann S. et 
al, J Biol Chem. 2013 Jun 21;288(25):18494–50539. 
 
No caso de T. cruzi, este também possui duas MEs, uma citosólica (TcMEc) e 
outra mitocondrial (TcMEm), ambas NADP+-dependentes, expressas em todas as 
fases do parasita30,41. Não há estudos sobre a essencialidade destas enzimas neste 
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parasita, mas os dados de RNAi em T. brucei (forma procíclica) descritos acima39 
sugerem que ao menos a TcMEm seja essencial, sendo que esta seria provavelmente 
a principal provedora de NADPH na mitocôndria. Com relação a TcMEc, esta isoforma 
é altamente ativada por L-aspartato, característica única, ausente na TcMEm, TbMEm 
e TbMEc, indicando possíveis diferenças no papel desta enzima no citosol entre os 
dois parasitas. Além da produção de NADPH, também se deve considerar o papel das 
TcMEs na produção de piruvato, o qual pode ser convertido em acetil-CoA na 
mitocôndria pelo complexo piruvato desidrogenase (PDH) e então liberado como 
acetato42–44. Novamente, faltam estudos em T. cruzi que avaliem o papel e importância 
das TcMEs no metabolismo do parasita, além de quais outras proteínas que poderiam 
compensar a atividade destas.  
1.3 Enzima málica 
A ME catalisa a descarboxilação oxidativa do L-malato, com produção de 
piruvato e CO2, com a concomitante redução de NAD(P)+ a NAD(P)H. É necessário 
também um íon divalente (Mg2+ ou Mn2+) para que a reação aconteça. Em humanos, 
3 isoformas são encontradas: uma citosólica NADP+-dependente (HsME1)45, uma 
mitocondrial NADP+-dependente (HsME3)46 e uma mitocondrial NAD(P)+-dependente 
(HsME2)47. Esta última pode utilizar tanto o NADP+ quanto NAD+ como cofator, tendo 
uma preferência por este último, além de apresentar outras peculiaridades em relação 
às outras isoformas, como cooperatividade na ligação do malato e ativação alostérica 
por fumarato48. A ME não pertence a uma via metabólica específica, no entanto, a 
isoforma 1 pode ser chamada de enzima lipogênica, por produzir NADPH utilizado na 
síntese de lipídeos49. No caso da HsME1 e HsME2, estas fazem parte da 
glutaminólise50,51.   
Murai S. e colaboradores52 demonstraram que a depleção de HsME1 em 
células de câncer de cólon (HCT116), próstata (PC3) e pulmão (H460) inibe o 
crescimento celular pela indução de senescência ou apoptose. Ainda, o estudo sugere 
que em condições de baixa concentração de glicose, as células cancerosas são 
dependentes da HsME1 para a produção de NADPH no citosol. A HsME1 também foi 
reportada como um marcador de prognóstico e sensibilidade a radioterapia em 
hepatocarcinoma e câncer de pulmão, respectivamente53,54. Tanto a isoforma 1 e 2 
tem a expressão reprimida pelo supressor tumoral p53, levando a indução de 
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senescência50. A depleção de HsME2 em células de leucemia mieloide crônica (K562) 
levou à diminuição da proliferação celular e aumento de apoptose in vitro e impediu o 
crescimento da K562 em camundongos (nude mouse) in vivo55. Estudos demonstram 
que esta isoforma é superexpressa em diferentes tipos de câncer e está envolvida na 
progressão e invasão de melanoma, e proliferação de células de câncer de 
pulmão56,57. Por estas razões, a HsME1 e HsME2 são consideradas promissores alvos 
para diferentes tipos de câncer, porém há poucos inibidores reportados para estas 
enzimas, todos com inibição na ordem de micromolar58–60. Dentre estas moléculas, 
destaca-se o ácido embonico, inibidor da HsME2, capaz de induzir a senescência in 
vitro de células de carcinoma de pulmão (linhagem H1299)60.   
Com relação ao mecanismo de reação da enzima, os resíduos do sítio ativo 
são conservados entre as TcMEs e HsMEs30, sendo a especificidade com relação ao 
reconhecimento de NADP+ relacionado a uma lisina (K350 e K355 da TcMEc e 
TcMEm, respectivamente) localizada no sítio ativo, que na HsME2 é substituída por 
glutamina (Q362)61. A descarboxilação oxidativa do malato ocorre em 3 etapas: 
desidrogenação, descarboxilação e tautomerização (Figura 1.4). Na primeira etapa, a 
K183 (numeração referente a HsME2) funciona com uma base, extraindo um próton 
do grupo hidroxila do carbono 2 (C2) do malato, ao mesmo tempo que um hidreto é 
transferido do C2 para o NAD(P)+, reduzindo-o. Assim, após esta etapa é formado 
NADPH e oxalacetato. Este último então é descarboxilado, formando enolpiruvato e 
CO2. Nesta reação, a K183 funciona como um ácido, protonando o grupo carbonila 
ligado em C2. Por último, há a tautomerização de enolpiruvato para piruvato. Nesta 
etapa, a Y112 e K183 funcionam como um par ácido base, havendo a transferência 
sequencial de 3 prótons: um da Y112 para o carbono 3, um da K183 para a Y112 e 
um do C3 para K183, concluindo a reação62. 
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Figura 1.4: Mecanismo de reação da ME. Esquema do mecanismo da reação catalisada 
pelas MEs. Os índices dos resíduos são referentes a HsME2. Figura adaptada de Chang GG, 
Tong L. Biochemistry. 2003;42(44):12721–3363. 
 
Os principais estudos estruturais foram realizados com a HsME2, a qual possui 
10 estruturas depositadas no Protein Data Bank – PDB (julho de 2017). A HsME1 
também possui 2 estruturas, sendo ambas sem ligantes, enquanto não há estruturas 
depositadas para HsME3. Antes deste trabalho, não haviam estruturas de ME de 
tripanossomatídeos disponíveis.  
Na publicação da primeira estrutura da enzima málica (HsME2 complexada com 
NAD+, PDB: 1QR6), esta foi dividida pelos autores em 4 diferentes domínios64 (Figura 
1.5-A): 
• Domínio A: formado por hélices alfa, região na interface de dimerização.  
• Domínio B: formado por uma folha beta de 5 fitas paralelas, rodeadas por hélices 
alfa, envolvido tanto na formação do dímero, como do sítio ativo.  
• Domínio C: formado por um enovelamento tipo Rossman Fold, onde se liga 
NAD(P)+. 
• Domínio D: possui somente 1 hélice seguida por extensão de resíduos sem 
estrutura secundária, que estão envolvidos na formação do tetrâmero.  
A estrutura quaternária da HsME2 é tetramérica, formada por um dímero de 
homodímeros, tendo cada monômero um sítio ativo64. A HsME2 apresenta um sítio 
alostérico de ativação por fumarato encontrado na interface de dimerização, além de 
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um sítio que pode ser ocupado por ADP, ATP e NAD+ na interface do tetrâmero, 
chamado de sítio exo48,64 (Figura 1.5-B). Este sítio parece estar relacionado à 
estabilidade do tetrâmero, uma vez que mutações neste desfavorecem a formação do 
tetrâmero63. Maiores detalhes sobre a estrutura da ME serão apresentados e 
discutidos no capítulo 3 (seção 3.4).   
 
Figura 1.5: Estrutura da HsME2. A: Monômero da HsME2. B: Tetrâmero da HsME2, com 
destaque para o sítio ativo, o sítio do ativador fumarato e o sítio exo. Os domínios A, B, C e D 
estão coloridos em vermelho, verde, azul e magenta, respectivamente. A estrutura utilizada é 
a de código PDB: 1PJ3.  
 
1.4 Objetivos 
 As TcMEs se apresentam como potenciais alvos para o tratamento da Doença 
de Chagas, porém poucos estudos foram feitos neste sentido, tanto na avaliação do 
papel da enzima para a viabilidade do parasita, quanto na identificação de inibidores 
para a enzima. Assim, o principal objetivo deste projeto é avaliar se as TcMEs são 
druggable através da busca de inibidores por triagem de bibliotecas de compostos 
sintéticos. Considerando a dificuldade em se validar um alvo em T. cruzi, este tipo de 
abordagem não só responde um quesito fundamental de um alvo, que é a druggability, 
como também fornece uma ferramenta química que pode ser utilizada na validação 
da enzima como alvo.  
32 
 
 
 Outro objetivo é a caracterização estrutural das TcMEs, informação importante 
tanto para compreender as diferenças entre estas e as homólogas humanas, como 
para caracterização de novos sítios de inibição. Estas informações podem ser 
utilizadas para o desenho racional de inibidores. 
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2: Materiais e Métodos 
 
Neste capítulo serão apresentados os protocolos utilizados nos resultados 
apresentados na tese. No apêndice 1 é apresentada uma descrição dos fundamentos 
teóricos das técnicas utilizadas, em especial o processo de descoberta de inibidores 
por HTS, cinética enzimática e cristalografia de proteínas, dado que estas são as 
principais técnicas desenvolvidas ao longo deste projeto.  
2.1 Clonagem e produção das TcMEs e HsMEs 
2.1.1. Clonagem dos plasmídeos de expressão das MEs 
 Os plasmídeos de expressão para as TcMEs (pET28_TcMEm e 
pET28_TcMEc) foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Cristina Nowicki 
(Universidad de Buenos Aires)30.  
 No caso das HsMEs, as enzimas foram primeiramente clonadas em pGEM-T 
(Promega), depois subclonadas em pET28a, utilizando enzimas de restrição. As 
sequências foram obtidas no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com os seguintes 
números de acesso: HsME1 (NM_002395.5), HsME2 (NP_002387) e HsME3 
(NM_001161586.1). As enzimas mitocondriais foram clonadas sem o peptídeo sinal 
de localização mitocondrial (MTP). Para HsME2, a sequência correta do peptídeo sinal 
já foi estudada, sendo formado pelos 18 primeiros aminoácidos47. Já para HsME3, 
utilizou-se dois servidores para predição do peptídeo sinal: MitoProII – v.1.101 
(http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) e TargetP 1.1 
((http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/). A sequência predita pelo primeiro servidor 
foi de 44, e do segundo, de 58 aminoácidos. Analisando o alinhamento das sequências 
(Figura 2.1), observa-se que se houvesse a clivagem de 58 aa, a proteína perderia a 
primeira hélice-α, que é conservada nas estruturas. Além disso, com a clivagem dos 
primeiros 44 aa, a clivagem seria em local equivalente ao descrito para a HsME2, sem 
perder as regiões conservadas da proteína. Por isso, decidiu-se clonar a proteína 
segundo a predição do MitoProII. 
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Figura 2.1: Alinhamento das HsMEs. Em azul, peptídeo sinal de localização mitocondrial 
para HsME2; em verde, peptídeo sinal predito pelo servidor MitoProII; em vermelho, peptídeo 
sinal predito pelo servidor TargetP. 
 
 A HsME1 e HsME2 foram amplificadas de cDNA de câncer de mama MDA-mB-
231 e a HsME3 de uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano, utilizando os 
oligos descritos na tabela 2.1. Além das HsMEs, também foram feitas construções das 
TcMEs com delação no N-terminal. Estas foram subclonadas a partir dos vetores de 
expressão (pET28_TcMEm e pET28_TcMEc).  
As reações de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram preparadas com Taq-
Hi-fi (Invitrogen), com 1 a 2 ng/µL de molde e 200 nM de cada oligo, seguindo as 
especificações do fabricante. As amplificações foram feitas usando um programa de 
PCR de 35 ciclos no termociclador Thermocycler GeneAmp PCR System 9700 
(Applied Biosystems), sendo a temperatura de desnaturação de 94 °C, hibridização 
52-55 °C e elongamento 68 °C. O produto de PCR foi analisado por eletroforese em 
gel de 1% agarose contendo 0,5 µg/ml Brometo de Etídeo em TAE.  
Tabela 2.1: Oligonucleotídeos utilizados na clonagem das MEs. 
 
* O oligo reverse utilizado para TcΔMEc corresponde ao T7 reverse, sequência encontrada no molde pET28_TcMEc.  
 
As bandas amplificadas foram purificadas do gel com o kit Wizard SV Gel and 
PCR Clean-Up System (Promega) segundo instruções do fabricante. Os produtos de 
PCR foram então ligados em pGEM, utilizando o kit pGEM-T Easy Vector Systems 
(Promega) e transformados em E. coli DH5α. A confirmação dos clones foi feita por 
Proteína Resíduos Oligo forward Oligo reverse Enzimas de restrição
Tamanho 
do inserto 
(pb)
HsME1 1-572
5' GC GGATCC CATATG GAG CCC 
GAA GCC C 3'
5' GC CTCGAG CTA TTC TGT TAT 
CAC AGG AGG GCT TG 3'
BamHI, NdeI / XhoI 1741
HsME2 19-584
5' GC GGATCC CATATG TTG CAC 
ATA AAA GAA AAA GGC AAG CC 
3'
5' GC CTCGAG CTA CTG GTC AAC 
TTT GGT CTG TAT TTT CTG C 3'
BamHI, NdeI / XhoI 1723
HsME3 45-604
5' GC GAGCTC CATATG GTG CCC 
CTG AAG AAG CGC 3'
5' GC CTCGAG TCA GAC CGT 
CTG AAC ATT CAT GGC 3'
SalI, NdeI / XhoI 1708
TcΔMEc 12-565
5' GC GGATCC CATATG CAA GGA 
AGA GCA ATC CTG ACG 3'
5' GCTAGTTATTGCTCAGCGGTG 
3' 
BamHI, NdeI / EcoRI* 1686
TcΔMEm 17-573
5' GC GGATCC CATATG CGT GGG 
GTG GAT TTT TTG CG 3'
5' GC CTCGAG CTA ATC AAA GCG 
CTT CGA CAG G 3'
BamHI, NdeI / XhoI 1674
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digestão, utilizando as enzimas de restrição apropriadas. Os clones positivos foram 
sequenciados. 
 Uma vez confirmada a sequência, um clone de cada enzima foi digerido 
novamente e o inserto purificado do gel. Além disso, foi também feita a digestão dos 
vetores de expressão. Cada inserto foi então ligado em pET28a (HsMEs) ou 
pET_SUMO (TcΔMEs) linearizado, utilizando T4 DNA ligase (New England Biolabs), 
seguindo instruções do fabricante. Novamente, a ligação foi transformada em DH5α. 
As colônias foram então confirmadas pelo mesmo método descrito anteriormente, 
seguido de sequenciamento.  
2.1.2 Expressão e purificação das MEs 
 Os plasmídeos foram transformados em E. coli Rosetta (DE3) pLysS. A 
expressão foi feita em meio autoindutor ZYM505265 (Apêndice 1, seção A1.1), 
contendo 30 µg/mL de canamicina (Sigma-Aldrich) e 34 µg/mL de cloranfenicol 
(SERVA), com 5 mL de pré-inóculo para cada meio litro de meio, em erlenmeyer de 2 
L. A cultura foi mantida sob agitação de 200 rpm durante 60 horas, a 22 °C.  As culturas 
foram centrifugadas por 15 minutos a 6000 rpm e o pellet resultante foi congelado a -
20 °C. 
 Lise celular: Cada pellet foi ressuspendido em tampão A (50 mM Tris-HCl pH 
8,0, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol) na proporção de 5 mL de tampão para cada grama 
de pellet. As amostras foram submetidas a 5 ciclos pelo disruptor celular (BT40/TS2, 
Constant Systems) a 25kPsi. Por fim, centrifugou-se por 40 minutos a 16000 rpm, 
separando o sobrenadante (extrato solúvel).   
 Cromatografia de afinidade: Foi feita em sistema cromatográfico (ÄKTA FPLC 
– GE Healthcare) com coluna de resina com íons de níquel imobilizados, HisTrap HP 
5 mL (GE Healthcare). O extrato foi aplicado em coluna pré-equilibrada com tampão 
A, seguido de uma lavagem de 10 volumes de coluna. Foram feitos diferentes passos 
de eluição, por etapas de 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40 e 100% de tampão B (50 mM Tris-HCl, 
500 mM NaCl, 1 M imidazol). As frações foram analisadas por SDS-PAGE em gel de 
15% de acrilamida.   
 Clivagem da cauda de histidina das TcMEs e HsMEs, e da SUMO da TcΔMEm 
e TcΔMEc: As frações com maior pureza foram reunidas e concentradas com 
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concentrador Amicon 50 kDa (Milipore). As amostras foram então quantificadas pelo 
método de Bradford, utilizando uma curva padrão feita com BSA. A clivagem da cauda 
de histidina foi feita com adição de trombina (Sigma-Aldrich) na proporção de 1 U / 0,5 
mg de proteína com incubação de 18 horas a 4 °C. Já para as proteínas fusionadas 
com SUMO, a cauda foi retirada com a sumo protease ULP-1, produzida no próprio 
laboratório, com incubação 18 horas a 4 °C. 
 Nos casos das proteínas com cauda de histidina, foi feita uma segunda etapa 
de cromatografia de afinidade (na bancada) para avaliar se a clivagem fora eficiente, 
além de retirar a proteína não clivada da amostra. Primeiramente, as amostras 
passaram por dois ciclos de diluição de 40 vezes com tampão A seguido de 
concentração, para retirada de imidazol da amostra. Em seguida, a amostra foi 
aplicada em 1 mL de resina (Ni-NTA Superflow-Qiagen), coletando o flow-through (FT) 
e seguidas lavagens com tampão A. Foi feita uma eluição com 400 mM imidazol para 
retirada de proteína não clivada. 
 Cromatografia de exclusão por massa molecular: As proteínas clivadas foram 
concentradas e aplicadas em coluna de exclusão molecular preparativa Superdex 200 
16/60 (GE Healthcare) pré-equilibrada com tampão GF (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 150 
mM NaCl). Também foi realizada a cromatografia em coluna analítica, Superdex 200 
10/30 (GE Healthcare), para avaliar o estado oligomérico das proteínas. Uma curva 
de calibração da coluna foi realizada utilizando o kit MGW200 (Sigma-Aldrich), 
constituído de: β-amilase (200kDa), álcool desidrogenase (150kDa), albumina bovina 
(66kDa), anidrase carbônica (29kDa) e citocromo C (12,4 kDa). O volume morto (V0) 
da coluna foi obtido utilizando blue dextran. O cálculo do peso molecular aparente e a 
preparação das amostras foram realizados seguindo instruções do fabricante.  
 Quantificação das proteínas purificadas: as proteínas foram quantificadas por 
absorbância em 280 nm, utilizando o espectrofotômetro NanoDrop (Thermo 
Scientific), utilizando valores de coeficiente de extinção e peso molecular teóricos 
calculados a partir da sequência primaria das proteínas, obtidos pelo servidor 
ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/). Os valores utilizados para as proteínas 
sem cauda foram: 57300, 50770, 57300, 50770, 46300, 57760 M-1.cm-1 para TcMEm 
(63,9 kDa), TcMEc (63 kDa), TcΔMEm (62,2 kDa), TcΔMEc (62,0 kDa), HsME1 (64,4 
kDa), HsME2 (63,8 kDa), HsME3 (63,2 kDa), respectivamente. 
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2.2 Ensaios cinéticos 
 Os ensaios cinéticos foram realizados acompanhando a formação de NADPH, 
utilizando um sistema acoplado com diaforase (Worthington) e resazurina (Sigma-
Aldrich). Neste ensaio, o NADPH produzido pela ME é utilizado pela diaforase para 
redução de resazurina a resorufina, composto que tem excitação em 570 nm e 
emissão em 590 nm (Figura 2.2).  
 
Figura 2.2: Ensaio acoplado para medição da atividade da ME. O NADPH produzido pela 
ME é utilizado pela diaforase para redução de resazurina a resorufina, a qual é medida por 
fluorescência.  
 
2.2.1 Caracterização cinética da MEs 
 Para determinação das constantes cinéticas, foi medida a velocidade de reação 
em diferentes concentrações de um dos substratos, (diluição seriada de 2 x), 
mantendo o segundo substrato em condição saturante. As curvas obtidas foram 
ajustadas à equação de Michaelis-Menten, utilizando o programa GraphPad Prism 5 
(GraphPad Software).   
 No caso da TcMEc, houve ainda a determinação da constante de ativação (KA) 
para o asparto, determinando a curva de Michaelis_Menten para o NADP+ em 
diferentes concentrações de aspartato (8 concentrações entre 8.2 µM e 5 mM). O valor 
de KA foi obtido pelo ajuste não-linear simultâneo das medidas de velocidade de 
reação pela equação 2.13.   
 Os ensaios foram realizados em quadruplicata, em placas de 384 poços, em 
tampão RB (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 50 mM NaCl, 2 mM MnCl2, 0,01% Triton X-100), 
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suplementado com 2 U/mL de diaforase, 10 µM resazurina e 1-10 nM ME. A 
velocidade de reação foi determinada através da medida da intensidade de 
fluorescência da resorufina ao longo tempo, realizada no leitor de placa EnVision 
(PerkinElmer). 
2.3 Ensaio de HTS 
 As campanhas de HTS foram realizadas na plataforma de automação robótica 
Cell::Explorer (PerkinElmer), utilizando pipetador de 384 poços Janus-MDT 
(PerkinElmer), stacker de 45 placas e leitor de placas EnVision (PerkinElmer). O 
protocolo de automação consistiu na pipetagem de 22 µL de mix de reação, 0,5 µL do 
composto da biblioteca e o disparo da reação com 2,5 µL de malato (Tabela 2.2). O 
ensaio foi do tipo end-point, com uma primeira medida realizada após a montagem da 
placa, e uma segunda medida após 3 horas de incubação.  
Tabela 2.2: Composição das soluções utilizadas nos ensaios de HTS.   
TcMEm TcMEc 
 
Mix Final Mix Final 
NADP+ 11,4 µM 10 µM 22,7 µM 20 µM 
MnCl2  2,27 mM 2 mM 2,27 mM 2 mM 
Aspartato - - 454,5 µM 400 µM 
Resazurina 11,36 µM 10 µM 11,36 µM 10 µM 
Diaforase 1,14 U/mL 1 U/mL 1,14 U/mL 1 U/mL 
Enzima 70 pM 63 pM 28,4 pM 25 pM 
 
 
Solução de 
disparo 
Final Solução de 
disparo 
Final 
Malato 10 mM 1 mM 13 mM 1,3 mM 
Tampão RB 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 50 mM NaCl e 0,01% Triton X-100 
 
Cada placa possuía 32 controles positivos (mix + DMSO + malato) e 32 
controles negativos (mix + DMSO + tampão RB). Os controles foram utilizados para 
normalização da atividade enzimática (Equação 2.1).  
Atividade Remanescente (RA) =
𝑆−< 𝐵 >
< 𝑃 >  − < 𝐵 >
. 100  (2.1) 
sendo S o sinal de fluorescência, <B> média do sinal do controle negativo e <P> 
média do controle positivo. 
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A qualidade do ensaio foi avaliada utilizando o fator Z’66 (Equação 2.2), 
parâmetro estatístico que reflete a janela de trabalho permitida pelo erro e relação 
sinal/background do ensaio, sendo 1 o valor ótimo, e maior que 0,5 como um bom 
ensaio. Com este protocolo foi possível realizar 33 placas de 384 poços por dia, sendo 
triado 9600 compostos por dia.  
𝑍′ = 1 −
3 ∗ (𝜎𝑃 + 𝜎𝐵)
< 𝑃 > −< 𝐵 >
   (2.2) 
sendo <P> e σP  a média do sinal do controle positivo e seu desvio padrão, e 
<B> e σB a média e o desvio padrão do controle negativo. 
 
As bibliotecas utilizadas foram NIH Clinical Collection (NCC), composta de 
aproximadamente 700 fármacos já comercializados, fornecida pelo NIH, e uma 
biblioteca com diversidade química composta de 30 mil compostos, DiverSET 
(Chembridge). Em ambas, os compostos estavam solubilizados em DMSO a 1 mM, 
sendo triados a 20 µM na solução final.    
2.3.1 Confirmação de candidatos a hits 
 Os candidatos a hits (aqueles que obtiveram atividade remanescente menor 
que a média de todas as medidas menos três vezes o desvio padrão) foram testados 
novamente contra as TcMEs, mas também contra a diaforase, para excluir compostos 
que tivessem atuando contra o sistema acoplado. Primeiramente, os candidatos a hit 
foram transferidos manualmente das placas da biblioteca para novas placas. Em 
seguida, os compostos foram testados em triplicata, no modo cinético, acompanhando 
a reação por 30 minutos. As velocidades foram calculadas e normalizadas pelos 
controles positivo e negativo. As concentrações dos reagentes foram as mesmas do 
ensaio de HTS, com a diferença que a concentração das enzimas (TcMEs e diaforase) 
foi duplicada. No caso do ensaio contra a diaforase, as concentrações finais utilizadas 
foram: 15 µM NADPH, 2 mM MnCl2, 10 µM resazurin, 0,035 U/mL diaforase, em 
tampão RB. 
2.3.2 Determinação de IC50 
 Inicialmente foi avaliado o efeito dos compostos em dose única (80 µM) contra 
TcMEs, HsMEs e diaforase. Para aquelas moléculas que inibiram em pelo menos 50% 
a atividade da ME sem afetar a diaforase (inibição inferior a 20%), foi determinado o 
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IC50 (concentração de composto que inibe 50% de atividade). Primeiramente, os 
compostos selecionados passaram por uma diluição seriada (diluição de 2,5 vezes) 
em DMSO usando o pipetador Versette Automated Liquid Handler (ThermoFischer 
Scientific). Em seguida, o mix e os compostos foram dispensados em placas de 384 
poços utilizando o mesmo equipamento, sendo a reação iniciada com a adição de 
malato usando MultidropCombi Reagent Dispenser (ThermoFischer Scientific). As 
concentrações finais de cada composto foram 80, 32, 12,8, 5,12, 2,05, 0,82, 0,328, 
0,13, 0,052, 0,021, 0,008 e 0 µM. A velocidade da formação de resorufina foi medida 
por 10 minutos utilizando o leitor de placa Clariostar (BMG LABTECH), seguindo as 
instruções do fornecedor (excitação  = 545 nm; emissão  = 600 nm). Os dados foram 
normalizados com os controles e ajustados a uma curva sigmoidal (detalhes item 2.5). 
Para TcMEs, os reagentes foram os mesmos usados no ensaio confirmatório, com 
exceção que as concentrações das enzimas foram aumentadas para 0,75 nM 
(TcMEm) e 0,3 nM (TcMEc), enquanto para as MEs humanas estão na Tabela 2.3. 
 
Tabela 2.3: Condições para determinação de IC50 das HsMEs.  
HsME1 HsME2 HsME3 
 
Mix Final Mix Final Mix Final 
NADP+ 6,82 µM 6 µM 1,13 mM 1 mM 11,36 µM 10 µM 
MnCl2  2,27 mM 2 mM 2,27 mM 2 mM 2,27 mM 2 mM 
Fumarato - - 795,5 µM 700 µM - - 
Resazurina 11,36 µM 10 µM 11,36 µM 10 µM 11,36 µM 10 µM 
Diaforase 1,14 U/mL 1 U/mL 1,14 U/mL 1 U/mL 1,14 
U/mL 
1 U/mL 
Enzima 2,84 nM 2,5 nM 14,2 nM 12,5 nM 1,42 nM 1,25 nM 
 
 
Solução de 
disparo 
Final Solução de 
disparo 
Final Solução 
de 
disparo 
Final 
Malato 47 mM 4,7 mM 45 mM 4,5 mM 34 mM 3,4 mM 
 
2.3.3 Mecanismo de inibição 
O mecanismo de inibição foi estabelecido para TcMEm, através da determinação 
de curvas de Michaelis-Menten para malato ou NADP+ na presença de quatro 
diferentes concentrações do inibidor, e uma com DMSO como controle. Esta enzima 
foi utilizada devido a sua atividade não ser afetada por aspartato, simplificando a 
análise dos dados. As curvas resultantes foram ajustadas simultaneamente por 
regressão não linear aos modelos de mecanismo de inibição, sendo escolhido aquele 
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com o maior r2 ( > 0,98).  Os gráficos de Lineweaver-Burk foram usados para avaliação 
qualitativa do mecanismo de inibição e para representação deste. 
 
2.4 Cultura de Célula 
A linhagem celular L6 de mioblasto de Rattus norvegicus foi cultivada a 37 °C em 
atmosfera de 5% (v/v) CO2 em meio RPMI-1640 suplementado com 5 g/L HEPES pH 
8,0, 1 x GPPE (0,34 g/L glutamato de sódio, 0,22 g/L piruvato de sódio, 2500 U/L 
penicilina, 0,25 g/L estreptomicina) e 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) inativado.  
Os epimastigotas de T. cruzi (linhagem Y) foram cultivados a 27 °C em meio LIT 
(Liver Infusion Tryptose)67 suplementado com 10% SFB inativado. Os epimastigotas 
de T. cruzi (linhagem Sylvio X10/6) geneticamente modificados para expressar 
luciferase (PpyRE9h)68 foram cultivados a 27 °C em meio RPMI-1640 contendo 5 g/L 
triptona, 20 mg/L hemina, 5 g/L HEPES pH 8,0, 1 x GPPE e 10% SFB inativado. Para 
obtenção de tripomastigotas e amastigotas, culturas de epimastigotas em fase 
estacionária de crescimento (culturas de 10-15 dias) foram centrifugadas (1600 g), 
ressuspendidas em meio de cultura (mesmo meio utilizado para as células de 
mamíferos) e adicionadas a frascos contendo monocamada de L6, com incubação por 
24 horas. Em seguida, foi feita a lavagem com meio de cultura para remoção de 
parasitas que não infectaram as células. Os frascos foram mantidos a 37 °C em 
atmosfera de 5% (v/v) CO2, com o mesmo meio utilizado para cultivo da L6, com a 
diminuição de SFB para 4%. O meio foi trocado a cada 2-3 dias. Assim que eram 
identificados tripomastigotas, em torno de 5-10 dias após a infecção, estes eram 
retirados com o meio de cultura e utilizados para infectar novas culturas de L6, ou 
serem usados em ensaios de viabilidade69.  
 
2.4.1 Ensaio de viabilidade celular 
Todos os ensaios foram realizados em placas de 96 poços. Para determinar a 
citotoxicidade dos compostos para células de mamíferos, 1500 células de L6 foram 
semeadas em cada poço, em 100 µL de meio de cultura, e incubadas por 6 horas para 
adesão. Em seguida, foi adicionado mais 100 µL de meio contendo diferentes 
concentrações de composto (concentração final de 80, 32, 12,8, 5,12, 2,05, 0,82 e 0 
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µM, 0,8% DMSO). As placas foram então incubadas por 96 horas a 37 °C em 
atmosfera de 5% CO2. 20 µL de resazurina (concentração final no ensaio de 50 µM) 
foi adicionado a cada poço, sendo medida a fluorescência da resorufina após 6 horas 
de incubação. As medidas foram realizadas em leitor de placa Gemini (Molecular 
Devices) (excitação  = 530 nm, emissão  = 585 nm). Os valores de intensidade de 
fluorescência foram normalizados pelos controles e ajustados a uma curva sigmoidal, 
obtendo o valor de EC50L6.   
O efeito tripanocida dos compostos contra a forma epimastigota de T. cruzi foi 
realizada com a linhagem Y, utilizando o kit comercial CellTiter 96® AQueous One 
Solution Cell Proliferation Assay (Promega). 200 µL de cultura a 106 parasitas/mL 
foram incubados com os compostos por 72 horas, seguido da adição dos reagentes 
do kit, seguindo incubação por 3-4 horas. Neste ensaio há a formação de formazan 
pelas células viáveis, o qual foi medido por absorbância a 490 nm, no leitor de placa 
EnVision (PerkinElmer). As medidas foram normalizadas com controles positivos e 
negativos. Os compostos primeiramente foram testados a 80 µM, sendo classificados 
pela atividade tripanocida apresentada. Os inibidores foram categorizados como 
ativos, moderados e inativos, quando reduziram o número de parasita viáveis para 
menos de que 25%, entre 25 e 75% ou acima de 75%, respectivamente. Para os 
compostos ativos, os valores de EC50Epi foram determinados. O ensaio foi realizado 
seguindo a mesma metodologia do ensaio em dose única, porém usando cada 
composto nas concentrações de 80, 32, 12,8, 5,12, 2,048 e 0,82 µM, em triplicata. 
Como controle do ensaio, foi utilizado o composto Benzinidazol. 
 Os ensaios de viabilidade da forma amastigota de T. cruzi foram realizados 
utilizados a cepa Sylvio X10/6 constitutivamente expressando luciferase (RE9h). 
Assim, foi possível relacionar o número de parasitas viáveis pela atividade da 
luciferase, utilizando o kit comercial Luciferase Assay kit (Promega)69. Incialmente, 
1500 células L6 em 100 µL de meio são semeadas em cada poço da placa, mantidas 
incubadas por 6 horas para aderirem no fundo do poço. Em seguida, 10000 
tripomastigotas (em 100 µL de meio) são adicionados a cada poço, com seguida 
incubação de 18 horas a 37 °C sobre atmosfera de 5% CO2. Os poços foram então 
lavados 3 vezes com tampão PBS (Phosphate Buffer Solution), sendo adicionado 200 
µL de meio contendo o composto a ser testado. Após 72 horas, o meio de cultura foi 
removido, e as células foram lisadas utilizando solução de lise do kit. A atividade da 
luciferase foi então medida seguinda instruções do fabricante, em leitor de placa   
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Fluostar Omega plate reader (BMG Labtech). Amostras tratadas com DMSO foram 
consideradas 100% viáveis, e amostras contendo L6 foram consideradas 0% viáveis. 
 
2.5 Análise de dados de cinética enzimática e viabilidade celular 
 Os dados dos ensaios de HTS foram analisados utilizando pacote Office 365 
(Microsoft), com plugin JChem (JChem for Office 16.8.2200) para visualização da 
estrutura das moléculas. Também foi utilizado o programa DataWarrior70 para a 
análise do conjunto de dados dos inibidores. A análise dos dados de cinética, 
mecanismo de inibição, IC50 e EC50 foram realizados utilizando o programa GraphPad 
Prism 5 (GraphPad Software). Os dados de IC50 e EC50 foram ajustados à sigmoide: 
 
Y =
100
1 + 10(X−LogA).n
   (2.3) 
Y: % Atividade enzimática ou % Células viáveis. X: logarítimo da concentração 
do inibidor. n: coeficiente de Hill. A: IC50 ou EC50. 
 
2.6 Cristalização e coleta de dados  
 
As frações referentes ao centro do pico da cromatografia de exclusão molecular 
foram unidos e concentrados (vide 2.1.2). Para diminuir a concentração de sal e do 
agente tamponante, a amostra foi diluída 5 vezes com água, ficando em 10 mM Tris-
HCl pH 8,0, 30 mM NaCl, diminuindo a chance de formar cristais de sal nos ensaios 
de cristalização, além de permitir que o pH final nos poços seja do tampão da solução 
de cristalização, que geralmente estão na concentração de 100 mM.  
Foi feito uma triagem inicial de condições de cristalização utilizando kits 
comerciais de soluções (Crystal Screen and Crystal Screen 2 e SaltRx da Hampton 
Research; Wizard I e II, Precipitant Synergy da Emerald BioSystems; e PACT e 
JCSG+ da Nextal/Qiagen). Os ensaios foram feitos em placas de 96 poços, com 
método de difusão de vapor com gota sentada, montadas pelo robô de pipetagem 
HoneyBee 963 (Genomic Solutions), com gotas de 0,7 – 1 μL de proteína e 0,7 - 1 μL 
solução de poço, com 80 μL de solução no poço. As placas foram mantidas a 18 °C 
em robô de fotodocumentação Rock Imager UV (Formulatrix), sendo 
fotodocumentadas em tempos específicos com luz visível e UV.   
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As melhores condições de cristalização foram refinadas, variando pH, 
concentração de precipitante, tipo de precipitante, concentração de sal e concentração 
da proteína. As condições foram preparadas pelo robô de pipetagem Matrix Maker 
(Emerald Biosystems) e as placas foram montadas da mesma maneira que a  triagem 
inicial. As melhores condições também foram montadas manualmente, em placas de 
24 poços, por método de gota suspensa, com gotas de 2 µL solução de poço + 2 µL 
de proteína, com 500 µL de solução no poço. 
Os cristais que permitiram a solução das estruturas foram obtidos a partir das 
seguintes condições de cristalização, todos mantidos a 18 °C: 100 mM HEPES pH 
7,5, 1,4 – 1,6 M citrato tri-sódio para TcΔMEc ( 3 - 5 mg/mL proteína + 1 mM MnCl2 + 
10 mM Aspartato + 2mM NADP); e 100 mM Acetato de sódio pH 4,6 – 5,4, 1,5 – 1,4 
M fosfato de amônio dibásico para TcMEm (12,5 - 5 mg/mL de proteína com cauda de 
histidna). No caso dos complexos da TcΔMEc, cristais já formados foram submetidos 
a soaking com os compostos por 16-24 horas antes de serem coletados. 
A coleta de dados da TcMEm e TcΔMEc foi realizada na linha I03 do Diamond 
Light Source (UK), equipada com detector Pilatus 6M (Dectris), enquanto os 
complexos da TcΔMEc foram coletados na W01B-MX2 do LNLS (Brasil), com detector 
Pilatus 2M (Dectris). As reflexões das imagens foram indexadas, integradas e 
escalonadas utilizando o programa XDS71 e promediadas com AIMLESS72. Foi feita a 
substituição molecular com MOLREP73 utilizando o monômero da estrutura humana 
HsME1 (PDB: 2AW5) como modelo de busca para TcMEm. No caso da TcΔMEc, a 
substituição foi feita por domínios, sendo que para cada domínio fui utilizada uma 
estrutura como modelo, como segue: resíduos 11-128 (PDB: 1GZ3), 129-274 e 275-
467 (PDB: 3WJA) e 468-539 (PDB: 1GQ2).  O refinamento no espaço recíproco foi 
feito utilizando tanto o programa REFMAC74, quanto a rotina de refinamento do 
PHENIX75. O refinamento manual foi feito com o WinCoot76. A representação gráfica 
das estruturas e preparação de figuras foi realizado com PyMOL (DeLano Scientific 
LLC). A sobreposição e cálculo de RMSD entre as estruturas foi realizada com 
Superpose77. A análise dos contatos cristalinos e interfaces de oligomerização das 
estruturas foi realizado utilizando o servido 'Protein interfaces, surfaces and 
assemblies’ - PISA (http://www.ebi.ac.uk/pdbe/prot_int/pistart.html)78. O alinhamento 
múltiplo das sequências das proteínas foi realizado utilizando ClustalOmega79 e as 
figuras dos alinhamentos foram preparadas utilizando ESPript (http://espript.ibcp.fr)80. 
A busca por cavidades e o cálculo do volume destas foi realizado utilizando o 
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programa KVFinder81. O volume (volume de van der Waals) dos compostos foi 
calculado utilizando o programa Marvin Sketch 16.8.15, Chemaxon 
(http://www.chemaxon.com).     
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3: Resultados e Discussão 
 
3.1 Clonagem das HsMEs e produção das enzimas 
 Os plasmídeos de expressão das TcMEs foram gentilmente cedidos pela Profa. 
Dra. Cristina Nowicki (Universidad de Buenos Aires, Argentina), enquanto os 
referentes às HsMEs foram clonados em pET28a. Primeiramente, tentou-se amplificar 
os genes de uma biblioteca de cDNA de leucócito, não obtendo resultado. Desta 
forma, decidiu-se testar diferentes cDNAs disponíveis no laboratório, somente para a 
HsME1. Os moldes testados foram biblioteca de rim, cérebro fetal humano (CFH), 
leucócito (duas amostras diferentes, LC1 e LC2) e câncer de mama (duas amostras 
diferentes, CM1 e CM2).  
 Obteve-se uma banda na altura esperada para os moldes de CFH, CM1 e CM2 
(Figura 3.1-A), sendo que somente as de CM não apresentaram uma banda 
inespecífica. Em seguida, testou-se amplificar a HsME2 e HsME3 utilizando CM1 
como molde. Somente a HsME3 amplificou e com bandas inespecíficas, mas sendo 
possível o corte da banda de interesse (Figura 3.1-B). Para o caso da HsME2, foram 
testados todos os moldes, sem haver resultado positivo. Só se obteve a amplificação 
do gene com a diminuição da temperatura de hibridização para 50 °C, utilizando CFH 
como molde (Figura 3.1-C). 
 
Figura 3.1: Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR das HsMEs. A- PCR da 
HsME1 utilizando diferentes moldes, com temperatura de hibridização de 52 °C. 1- peso 
molecular, 2 – biblioteca de cDNA de rim, 3 - biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano 
(CFH), 4 - biblioteca de cDNA de lecucócito (LC1), 5 - biblioteca de cDNA de leucócito (LC2), 
6- cDNA de câncer de mama (CM1), 7 - cDNA de câncer de mama (CM2); B- PCR da HsME2 
com temperatura de hibridização de 50 °C. 1- peso molecular, 2 – CFH como molde. C- PCR 
da HsME3 com temperatura de hibridização de 52 °C. 1- peso molecular, 2 – CM1 como 
molde.  
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 As bandas amplificadas foram purificadas e clonadas em pGEM, seguido da 
digestão com as enzimas de restrição apropriadas e inseridas em pET28 linearizado. 
Todos os clones foram confirmados por sequenciamento.  
 As proteínas utilizadas nos ensaios cinéticos foram todas produzidas seguindo 
os mesmos passos de expressão e purificação. As proteínas foram expressas em E. 
coli Rosetta (DE3) pLysS cultivadas em meio autoindutor (ZYM5052). As células foram 
recuperadas por centrifugação e lisadas utilizando disruptor celular. 
  O extrato solúvel foi submetido a cromatografia de afinidade por íons metálicos 
imobilizados. No geral, as proteínas tiveram o mesmo comportamento nesta etapa, 
sendo apresentados os cromatogramas das duas TcMEs como exemplo. Em ambos 
os casos, com 5% de tampão B há uma perda da proteína de interesse, mas com a 
saída de boa parte dos contaminantes. As proteínas começam a eluir com alta pureza 
a partir de 100 mM imidazol, mas eluem principalmente com 200 mM imidazol (Figura 
3.2). 
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Figura 3.2: Cromatografia de afinidade das TcMEs. Cromatograma de afinidade da TcMEm 
(A) e TcMEc (C). Gel SDS-PAGE de 15% acrilamida das frações coletadas para TcMEm (B) 
e TcMEc (D). M: marcador de peso molecular Protein MW Marker 26610 (ThermoFischer 
Scientific). Ext: extrato solúvel. FT: flow-through. L: lavagem.  
  
As frações com maior pureza, correspondentes aos picos eluidos em 20% B, 
foram agrupadas, concentradas e clivadas utilizando trombina. Para separar as 
proteínas clivadas das não clivadas, as amostras foram serialmente diluídas em 
tampão A para eliminação do imizadol e aplicadas em uma segunda afinidade, feita 
na bancada. Foram coletadas as frações de flowthrough e lavagem com tampão A, 
sendo concentradas novamente e submetidas a cromatografia de exclusão molecular. 
As proteínas apresentaram um único pico simétrico (Figura 3.3-A,B,C,D,E), 
evidenciando a homogeneidade das amostras, além das frações coletadas 
apresentarem alta pureza (Figura 3.3-G), requisitos para os ensaios subsequentes. 
Amostras foram congeladas em nitrogênio líquido com 5% de glicerol em alíquotas de 
50 µL, mantidas em -80 °C, para serem utilizadas nos ensaios cinéticos. 
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Figura 3.3: Cromatografia de exclusão molecular das TcMEs e HsMEs. A, B, C, D e E, 
perfil de eluição em cromatografia de exclusão molecular em Superdex 200 16/60 da HsME1, 
HsME2, HsME3, TcMEm, TcMEc, respectivamente. F, Curva de calibração de cromatografia 
de exclusão molecular analítica em Superdex 200 10/30 com marcadores de peso molecular 
e TcMEs. F: Gel SDS-PAGE de 12,5% de acrilamida das amostras finais das proteínas. 
Marcador de peso molecular: Protein MW Marker 26610 (ThermoFischer Scientific). Os pesos 
moleculares teóricos são: TcMEm (63,9 kDa), TcMEc (63 kDa), HsME1 (64,4 kDa), HsME2 
(65,7 kDa) and HsME3 (63,1 kDa). 
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 Amostras das TcMEs foram aplicadas em coluna analítica de exclusão 
molecular com a finalidade de calcular o peso molecular aparente, utilizando para tal 
uma curva padrão de proteínas de peso conhecido (Figura 3.3-F). Os valores obtidos 
de peso molecular aparente foram de 122 kDa e 110 kDa para TcMEc e TcMEm, 
respectivamente. Considerando que o peso molecular predito a partir da sequência é 
de 63 (TcMEc) e 63,9 (TcMEm), os picos da cromatografia de exclusão molecular 
indicam que as proteínas se encontram no estado dimérico nas condições de ensaio. 
3.2 Caracterização cinética das TcMEs e HsMEs 
Para medição da atividade da ME, a qual produz NADPH, CO2 e piruvato a 
partir de malato e NADP+, foi utilizado o sistema acoplado com a diaforase, enzima 
que utiliza o NADPH para redução de resazurina a resorufina, composto fluorescente 
com comprimento de onda de emissão e excitação acima de 400 nm. Este foi o 
sistema utilizado no ensaio de HTS, e por isto, a caracterização cinética das TcMEs e 
HsMEs foi feita por este método.  Para TcMEm, os valores de KmAp foram 170 ± 10 
µM para o malato e 9,1 ± 0,7 µM NADP+, sendo próximos com os da literatura (130 ± 
10 µM malato e 27 ± 2 µM NADP+)30.  
Já para o caso da TcMEc, os valores obtidos foram 16 ± 2 mM (malato) e 46 ± 
6 µM (NADP+), em contraste com os valores da literatura de 2,3 ± 0,2 mM (malato) e 
32 ± 2 µM (NADP+). Observa-se que o valor do KmAp para o malato foi 
consideravelmente mais alto que o publicado. Assim, para avaliar se o problema 
estava relacionado com a enzima purificada, foi reproduzido o ensaio utilizado por 
Leroux et al30, sendo realizado sem o sistema acoplado, medindo a fluorescência de 
NADPH, na temperatura de 30 °C. O observado é que a temperatura do ensaio é o 
fator que mais influência no KmAp do malato, sendo a 20 °C o valor é de 17 ± 2 mM, 
enquanto a 30 °C, é de 8,0 ± 0,4 mM, valor mais próximo da literatura. Como o ensaio 
de HTS é feito em temperatura ambiente (por volta de 25 °C), os valores utilizados 
foram aqueles obtidos nesta temperatura. Em seguida, foi caracterizada a ativação da 
TcMEc por aspartato, determinando os parâmetros cinéticos (Vmax e Km) na presença 
de diferentes concentrações do ativador (Tabela 3.1).  
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Tabela 3.1: Constantes cinéticas da TcMEc em diferentes concentrações de aspartato. 
 Malato NADP+ 
Aspartato (µM) KmAp (µM) 
Vmax * 
(RFU.min-1.nM-1) 
KmAp (µM) 
Vmax * 
(RFU.min-1.nM-1) 
0 21000 ± 2000 2560 ± 80 58 ± 3 2600 ± 200 
8,192 12200 ± 800 2336 ± 36 53 ± 3 2600 ± 200 
20,48 5800 ± 500 2400 ± 40 52 ± 3 2600 ± 200 
51,2 2200 ± 200 2360 ± 40 30 ± 2 2200 ± 200 
128 790 ± 60 2600 ± 40 30 ± 2 2600 ± 200 
320 360 ± 30 2640 ± 40 22 ± 1 2620 ± 180 
800 200 ± 20 2760 ± 40 14 ± 0,6 2280 ± 200 
2000 123 ± 7 2616 ± 36 12 ± 0,7 2240 ± 200 
5000 131 ± 9 2560 ± 40 10 ± 0,7 2200 ± 200 
* Velocidade dividida pela concentração da enzima.  
A presença do ativador não altera significativamente a Vmax, mas sim, o valor 
de Km, de ambos substratos.  O valor determinado para KA aparente foi de 400 ± 40 
µM utilizando os dados para NADP+, que é coerente com o descrito na literatura para 
a enzima purificada do parasita, que é de 125 µM41. Vale ressaltar que novamente o 
valor da literatura foi obtido a 30 °C, o que também pode estar relacionado ao valor 
mais alto obtido para a enzima recombinante, que foi obtido a 25 °C. Considerando 
que provavelmente a enzima funcional no parasita é a forma ativada por aspartato, 
decidiu-se fazer o screening na presença deste, na concentração de KA. Os valores 
de KmAp dos substratos foram então determinados na presença de 400 µM (Tabela 
3.2). Para o caso das HsMEs, também foi realizada a caracterização cinética, sendo 
os valores obtidos também coerentes com os da literatura (HsME182, HsME283). Para 
a HsME3, não foram encontrados os valores reportados anteriormente.  
Table 3.2: Parâmetros cinéticos das TcMEs e HsMEs. 
Enzima Substrato Co-substrato / ativador (mM) KMAp (mM) 
TcMEc 
NADP+ Malato (150) 0.046 ± 0.006 
NADP+ Malato (150) + Aspartato (0.4) 0.016 ± 0.002 
Malato NADP+ (0.5) 16 ± 2 
Malato NADP+ (0.5) + Aspartato (0.4) 0.36 ± 0.03 
TcMEm 
NADP+ Malato (2) 0.0097 ± 0.0001 
Malato NADP+ (0.5) 0.17 ± 0.01 
HsME1 
NADP+ Malato (125) 0.0052 ± 0.0002 
Malato NADP+ (0.5) 9 ± 1 
HsME2 
NADP+ Malato (125) + Fumarato (0.7) 9 ± 0.3 
Malate NADP+ (8) + Fumarate (0.7) 20 ± 2 
HsME3 
NADP+ Malate (125) 0.0091 ± 0.0003 
Malate NADP+ (0.5) 3,2 ± 0,3 
Os valores em parênteses indicam a concentração (fixa) utilizada na determinação do KmAp do 
respectivo substrato. 
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3.3. Descoberta de inibidores por triagem automatizada em larga 
escala (High-throughput Screening – HTS) 
  
O Laboratório Nacional de Biociências (LNBio) possui um protocolo 
previamente estabelecido de automação e pipetagem para ensaio de HTS, do tipo 
end-point, com incubação de 3 horas, possibilitando triar 33 placas de 384 poços em 
6 horas.  Assim, o ensaio foi adaptado para os moldes deste protocolo.  
 Considerando que a campanha inteira seria feita em 3 dias, todos os reagentes 
foram aliquotados e congelados, para que em cada dia fosse usada uma alíquota de 
mesma origem, aumentando a reprodutibilidade do ensaio. Toda a caracterização 
enzimática mostrada anteriormente foi feita com proteína congelada do mesmo lote 
utilizado na campanha, além de todos os reagentes terem passado por um ciclo de 
congelamento. Foi feita também a comparação das constantes cinéticas de proteína 
fresca e congelada, não encontrando diferenças significativas. Com relação a 
estabilidade das enzimas ao longo do tempo, quando foi feita a caracterização 
cinética, uma alíquota de mix foi deixada em temperatura ambiente, e os valores de 
KmAp e Vmax foram repetidos após 6 horas, o que também não mostrou problemas com 
relação a estabilidade térmica. 
 A concentração das enzimas foi determinada para que a reação fosse linear 
por pelo menos 3 horas, que é o tempo de incubação do ensaio. Para isto, foi feita 
uma diluição da enzima e se acompanhou o sinal da resorufina ao longo de 4 horas. 
Na figura 3.4 está como exemplo a medida para TcMEc.  
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Figura 3.4: Determinação da concentração de TcMEc no ensaio de HTS.  
 
Nota-se que o sinal não é completamente linear, isto porque há uma queda do 
sinal da resorufina ao longo tempo, evidenciado pela queda do sinal no caso das 
concentrações mais altas de proteína, nos quais a reação acaba rapidamente. Apesar 
disso, a relação entre o sinal final e a concentração de enzima foi linear, mostrando 
que há linearidade no sinal de fluorescência com relação a atividade da enzima. 
  
3.3.1. Validação do ensaio com biblioteca NIH Clinical Collection – NCC (NIH-
National Institute of Health)  
 Para avaliar a qualidade do ensaio antes de triar uma biblioteca na ordem de 
milhares de compostos, primeiro foi feita a validação do ensaio com a biblioteca NIH 
Clinical Collection – NCC, formada por aproximadamente 700 fármacos já 
comercializados. Com esta biblioteca foi possível simular a campanha maior, e fazer 
uma duplicata para avaliar a reprodutibilidade do ensaio, uma vez que não seria 
possível fazer a campanha maior duas vezes.  
 Foi realizado o ensaio em duplicata, em dois dias diferentes, com a montagem 
de uma placa em 0 hora, outra em uma hora e meia e a última em 3 horas, sendo 
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cada uma lida 3 horas após a sua respectiva montagem. Este cuidado é utilizado para 
simular o tempo total da campanha maior, podendo confirmar a estabilidade dos 
reagentes. Os compostos foram testados a 20 µM (2% DMSO).  
Não houve queda significativa no sinal de fluorescência do controle positivo ao 
longo do tempo, indicando que a proteína e os reagentes se mantiveram estáveis 
(Figura 3.5.A). Além disso, obteve-se um valor considerado bom de relação 
sinal/background (S/B = <P>/<B>, S/B > 18 para ambos casos) e um valor de Z’ maior 
que 0,8 (se espera que o ensaio tenha Z’ maior que 0,5). Com relação a duplicata das 
campanhas, para a TcMEc (Figura 3.5.D) se observou uma boa correlação entres as 
corridas (r2 = 0,96 para ajuste linear, e coeficiente de correlação (CC) igual a 0,98), 
mesmo para os compostos que não apresentaram atividade inibitória. Já para a 
TcMEm, os compostos que não inibiram não tiveram uma boa correlação entre os 
valores de porcentagem de atividade (r2 = 0,5 para ajuste linear e CC = 0,78, 
considerando o conjunto todo). Porém, se considerarmos somente os candidatos a 
hits, ou seja, aqueles que tem a atividade menor que a média do controle positivo 
menos três vezes o desvio padrão (compostos abaixo da linha tracejada), há grande 
correlação (r2 = 0,97 para ajuste linear, CC = 0,96) entre as duas corridas, ou seja, os 
compostos que são considerados como hits são iguais nas duas corridas.  
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Figura 3.5: Dados estatísticos das campanhas das TcMEs contra a biblioteca NCC, 
utilizada na validação do ensaio de HTS. Em A, B, C, a intensidade de fluorescência dos 
controles positivo (P) e negativo (B), a relação Sinal/Background e o Z, respectivamente. Os 
valores são referentes a segunda corrida de cada enzima. Em D e E, correlação entre as duas 
corridas realizadas para cada TcMEc e TcMEm, respectivamente. Cada ponto representa um 
composto testado. As moléculas com atividade abaixo da linha tracejada são considerados 
candidatos a hit.   
 
Dos 727 compostos testados, 38 e 24 compostos foram considerados 
candidatos a hit para a TcMEc e TcMEm, respectivamente. Para confirmação dos hits, 
estas moléculas foram transferidas para outra placa de 384 poços e testadas contra a 
diaforase, para avaliar se não estavam inibindo o sistema acoplado. Além disso, foi 
repetido o ensaio contra as TcMEs, mas desta vez em triplicata e medindo a 
velocidade ao longo de 30 minutos. Os hits confirmados inibem ao menos 50% as 
TcMEs e inibem no máximo 20% a diaforase. Outro ponto considerando foi se a 
reação era linear ao longo dos 30 minutos medidos, pois alguns inibidores 
apresentaram inibição dependente do tempo, o que pode indicar uma inibição 
irreversível, ou inespecífica, inibindo a enzima por agregação por exemplo. Além 
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disso, foi feita a comparação com outras campanhas que foram realizadas no 
laboratório contra esta mesma biblioteca, retirando alguns compostos que são 
aparentemente promíscuos, pois inibem em todas as campanhas, feitas com enzimas 
diferentes. 
 Seguindo estes critérios, obteve-se 18 inibidores e um ativador fraco para a 
TcMEc e 7 inibidores para TcMEm, sendo 5 em comum para ambas (Tabela 3.3). 
Entre os inibidores em comum, há duas cefalosporinas: cefaclor e cefatrizina propileno 
glicol.  É interessante notar que a maioria dos inibidores seletivos para a enzima 
citosólica são sulfonamidas. Outra classe seletiva foi das tiazolidinedionas, com duas 
representantes, rosiglitazona e pioglitazona.  
Tabela 3.3: Hits confirmados para a biblioteca NCC a 20 µM. 
Inibidores em Comum 
Composto % Atividade TcMEc % Atividade TcMEm 
Cefatrizine propylene glycol 3,80 ± 1,08 2,82 ± 0,51 
Lansoprazole 14,23 ± 0,47 9,40 ± 0,70 
5-Amino-2-hydroxy-benzoic acid 27,97 ± 0,05 39,68 ± 0,03 
Cefaclor 31,10 ± 2,81 29,79 ± 5,08 
Tetraethylthiuram disulfide 32,65 ± 2,30 8,19 ± 0,49 
Inibidores seletivos TcMEm 
5-Nonyloxytryptamine 87,90 ± 0,52 25,43 ± 7,27 
Mercaptopurine 67,02 ± 9,87 29,72 ± 6,70 
Inibidores seletivos TcMEc 
Sulfasalazine 0,27 ± 0,08 96,17 ± 4,55 
Sulfamethoxazole 3,14 ± 0,82 87,05 ± 0,13 
Zafirlukast 6,13 ± 1,62 69,03 ± 0,98 
Chlorpropamide 7,60 ± 0,69 98,55 ± 1,77 
Acetazolamide 9,42 ± 0,46 87,69 ± 0,40 
Rosiglitazone maleate 10,24 ± 0,69 101,75 ± 0,72 
Glyburide 11,59 ± 0,04 88,08 ± 0,81 
Tolbutamide 11,61 ± 0,25 96,30 ± 1,70 
Rosiglitazone HCl 11,66 ± 1,18 99,85 ± 2,40 
Pioglitazone HCl 11,67 ± 0,38 92,38 ± 1,53 
Diflunisal 12,86 ± 0,63 96,56 ± 5,84 
Sulfisoxazole 22,38 ± 2,89 92,57 ± 3,77 
Balsalazide 24,30 ± 1,63 86,26 ± 3,82 
Phenothiazine 35,36 ± 1,45 49,02 ± 7,14 
Ativador seletivo TcMEc 
Isoniazid 161,22 ± 14,33 120,14 ± 3,79 
% Atividade obtida no ensaio de HTS, por end-point. Desvio de duplicata. 
 Desta forma, utilizando a biblioteca NCC foi possível validar o ensaio, além de 
estabelecer os critérios para seleção dos hits e as etapas a serem cumpridas.  
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3.3.2 Campanha de HTS com biblioteca DiverSET 
  
Uma vez validado o ensaio de HTS, foi realizada a campanha contra a 
biblioteca DiverSET, composta por aproximadamente 30 mil moléculas com 
diversidade química, ou seja, não focada a um determinado alvo, mas sim, contendo 
diferentes grupos farmacofóricos. Além disso, estes compostos respeitam a regra de 
Lipinski, uma vez que a ideia é encontrar inibidores com IC50 na ordem de micromolar 
para serem derivatizados com o intuito de aumentar a potência em relação ao alvo 
escolhido e propriedades farmacocinéticas. A campanha foi realizada seguindo o 
mesmo ensaio validado, com os compostos em uma concentração final de 20 µM. 
Foram montadas 33 placas de 384 poços por dia, totalizando a campanha em 3 dias.  
 O Z’ obtido para as campanhas foi acima de 0,8, indicando a qualidade do 
ensaio. No geral, houve uma boa semelhança com os dados obtidos com a campanha 
menor, como esperado (Tabela 3.4). Novamente, a isoforma citosólica possui mais 
candidatos a hits que a mitocondrial, tendo 287 compostos em comum.  
Tabela 3.4: Dados estatísticos das campanhas de HTS realizadas 
 Tc_cME Tc_mME 
 NCC (NIH) DiverSET 
(ChemBridge) 
NCC (NIH) DiverSET 
(ChemBridge) 
No. Compostos 727 29760 727 29760 
<S/B> 18,4 ± 0,2 15,2 ± 0,4 24 ± 1 18 ± 2 
<Z’>* 0,84 ± 0,02 0,85 ± 0,03 0,84 ± 0,03 0,80 ± 0,04 
<% Atividade> 89,8 92,8 87,8 91,3 
σ(% Atividade) 17,5 11,7 18,2 11,7 
Candidato hit tem 
% Atividade ≤ 
37,4 57,7 33,3 56,1 
No. Candidatos 
hits 
38 (4,8%) 631 (2,12%) 24 (3,3%) 478 (1,6%) 
<>: valor médio; σ: desvio padrão. * Média e desvio padrão do valor de Z’ obtido para todas as placas da 
campanha. 
  
Os hits foram confirmados da mesma maneira como descrito anteriormente, 
obtendo 74 hits para TcMEm, 287 hits para TcMEc, sendo 27 em comum. Os 
compostos pertencem a diferentes classes químicas, em especial, um grande número 
de aril sulfonamidas que inibem seletivamente a TcMEc. As classes serão discutidas 
em mais detalhes nas próximas seções. 
A quantidade de composto disponível da biblioteca permitiu realizar os 
experimentos até a confirmação dos hits, sendo necessário adquirir novas amostras 
58 
 
 
para prosseguir na caracterização cinética e testes de viabilidade celular. 
Considerando-se que é aconselhável fazer a recompra dos compostos para garantir 
que não houve erros de transferência de compostos e avaliar a reprodutibilidade dos 
resultados, além do fato de testar compostos recém solubilizados (descartando 
problemas de estabilidade dos compostos da biblioteca triada), decidiu-se fazer a 
compra dos compostos mais potentes de cada enzima (aqueles que inibiram mais de 
70% atividade enzimática). Adicionalmente, uma análise no conjunto de hits foi feita 
para avaliar a redundância de compostos de uma mesma classe, sendo comprados 
também análogos disponíveis para que cada classe química tivesse, ao menos, em 
torno de 10 representantes. Seguindo estes critérios, foram adquiridos da Chembridge 
21 hits e 49 análogos para TcMEm e 198 hits e 88 análogos para TcMEc, formando 
um conjunto de 308 moléculas nomeadas de ressuply. Os compostos vieram 
distribuídos em placas de 96 poços, já solubilizados em DMSO, na concentração de 
10 mM.  
Os compostos do resupply foram testados a 80 µM contra as TcMEs, HsMEs e 
diaforase, uma vez que alguns análogos nunca tinham sido testados contra o sistema 
acoplado, além dos compostos utilizados anteriormente terem sido congelados e 
descongelados mais de 3 vezes. Desta vez, a atividade dos compostos contra 
diaforase foram analisados considerando o desvio do controle positivo (atividade na 
presença de DMSO), sendo descartados 7 moléculas que mostraram alguma inibição 
contra diaforase, considerando o desvio padrão das medidas. Além disto, 39 
compostos não apresentaram inibição contra nenhuma TcME, sendo a maioria, 
análogos que foram testados pela primeira vez.  
3.3.4 Determinação de IC50 
 Para determinação de IC50 foi estabelecido um protocolo de automação para 
diluição seriada dos compostos e também montagem das placas, utilizando o 
pipetador automático Versette (Thermo Scientific) e o dispensador Multidrop Combi 
(Thermo Scientific). Utilizando este protocolo, foi determinado o valor de IC50 contra 
as TcMEs e HsMEs dos compostos que inibiram a atividade de ME em pelo menos 
50% a 80 µM, que é a concentração mais alta da diluição seriada. Utilizando o método 
estabelecido foi possível determinar o IC50 desde 60 µM até 30 nM, com a mesma 
diluição dos compostos, sendo apropriado para a caracterização de um grande 
conjunto de moléculas, como foi o caso dos hits das TcMEs. Na figura 3.6 estão 
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ilustradas as curvas obtidas para compostos com IC50 em diferentes ordens de 
grandeza. Para os compostos com IC50 abaixo de 30 nM foi necessária uma nova 
diluição seriada para obtenção de valores confiáveis. 
Exemplos de IC50 para TcMEc
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Figura 3.6: Curvas de IC50 de diferentes ordens de grandeza determinados com o 
mesmo protocolo de diluição seriada e montagem de placas. Os valores de IC50 foram: 
ATR5-007 = 63,6 µM, ATR3-192 = 10,8 µM, ATR3-079 = 1 µM, ATR3-031 = 0,095 µM e ATR3-
022 = 0,034 µM. 
  
Foi determinado o IC50 de 262 moléculas, com potência entre 0,5 – 71 µM para 
TcMEm e 3,2 nM – 64 µM para TcMEc. As estruturas e os valores de IC50 de todas as 
moléculas podem ser encontradas no Apêndice 2 e também no artigo referente a este 
trabalho84. Aqui serão apresentadas as estruturas mais interessantes de cada classe.  
Baseado na estrutura química, as moléculas foram agrupadas em 6 diferentes 
grupos (ATR1:ATR6) e as moléculas sem análogos (nomeadas singletons) foram 
classificadas como ATR7. A estrutura em comum de cada classe, assim como um 
resumo do número de moléculas e faixa de potência para cada ME, pode ser 
encontrada na Figura 3.7. A correlação entre os valores de IC50 entre as diferentes 
MEs está representada na Figura 3.8. 
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Figura 3.7: Estrutura comum dos grupos de inibidores das TcMEs. Os inibidores das 
TcMEs foram agrupados por similaridade química em 6 diferentes grupos (ATR1-6). A 
estrutura em comum, juntamente com o número (n) de moléculas de cada grupo está 
representada. Abaixo das estruturas são apresentados os intervalos dos valores de IC50 para 
cada ME testada. Compostos que não inibiram ao menos 50% da atividade da enzima a 80 
µM foram considerados inativos. * Estrutura comum encontrada em 80% dos compostos. 
Dentro deste grupo são também encontrados heterociclos de 5 membros ligados ao nitrogênio 
do grupo sulfonamida (10% dos compostos deste grupo), além de outros substituintes 
conectados ao enxofre. Figura adaptada de Ranzani, A. T., et al, SLAS Discovery, 201784. 
  
De uma forma geral, com exceção do grupo ATR3, as classes identificadas 
apresentaram potência média (de 1 – 20 µM), com pouca seletividade entre as 
isoformas de TcME. Interessantemente, o grupo 6 demonstrou atividade apenas 
contra as TcMEs, diferente dos outros grupos, que apresentaram algum composto 
com atividade contra pelo menos uma das isoformas humanas. A HsME1 foi a 
isoforma com menos compostos ativos, sendo inibida somente pelos grupos ATR2 e 
ATR4 (Figura 3.7). Apesar de haver compostos ATR3 que inibiram TcMEm, HsME2 e 
HsME3 (6, 22 e 12 compostos, respectivamente), é notável a especificidade desta 
classe para a TcMEc, tanto no número de inibidores, quanto na potência, encontrando 
compostos específicos com IC50 na ordem de nanomolar. 
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Figura 3.8: Correlação entre os valores de IC50 entre as MEs testadas. Os compostos 
que não apresentaram ao menos 50% de inibição a 80 µM, estão representados na linha 
tracejada.  
  
Analisando os compostos dos grupos ATR dentro da biblioteca DiverSET, 
observa-se que a classe ATR3 é significativamente mais representada (8,9% da 
biblioteca) que as outras classes (de 0,02 – 0,2%). Porém, apesar de haver mais 
moléculas triadas, o número de hits identificados é proporcional aos outros grupos 
(com exceção da ATR5, a qual todos os compostos triados foram hits), ou seja, o 
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grande de número de moléculas ATR3 está relacionado ao grande número de 
moléculas triadas de aril-sulfonamidas (Tabela 3.5).  
Tabela 3.5: Frequência de cada grupo de inibidores dentro da biblioteca triada. 
 N° compostos na biblioteca* N° de candidatos a 
hits# 
Frequência de 
candidato a hits (%)& 
ATR1 66 (0,22%) 4 (0,49%) 6,1 
ATR2 55 (0,18%) 2 (0,24%) 3,6 
ATR3 2677 (8,9%) 237 (28,8%) 8,9 
ATR4 37 (0,12%) 4 (0,48%) 10,8 
ATR5 11 (0,04%) 11 (1,33%) 100 
ATR6 6 (0,02%) 1 (0,12%) 16,7 
Total 29760 822  
* Em parênteses, a porcentagem de compostos em relação a biblioteca toda.  
# Em parêntese, a porcentagem de compostos de cada grupo em relação ao número total de candidatos 
a hits.  
& A porcentagem de candidatos a hits comparado ao número de compostos triados de cada grupo.  
 
 Além da determinação de IC50, foi feita a determinação do mecanismo de 
inibição para os grupos com inibidores com potência abaixo de 10 µM. Foi feito o 
experimento utilizando o composto mais potente de cada grupo selecionado, contra a 
TcMEm. Esta isoforma foi utilizada por não possuir ativação por aspartato, 
simplificando a análise dos dados. Como os compostos selecionados inibem ambas 
TcMEs, espera-se que o mecanismo seja o mesmo em ambas. Para os compostos 
ATR3-001 e ATR5-001, foi observado um mecanismo misto em relação aos dois 
substratos (Figura 3.9). Já o ATR2-001 apresentou inibição competitiva em relação ao 
malato e mista para NADP+, enquanto o ATR4-001 foi competitivo ao malato e 
incompetitivo para NADP+ (Figura 3.10).  
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Figura 3.9: Mecanismo de inibição dos compostos ATR3-001 e ATR5-001 contra 
TcMEm. Curvas da atividade de TcMEm em função de malato na presença de diferentes 
concentrações de ATR3-001 (A) e ATR5-001 (E), juntamente com o duplo recíproco (C e G, 
respectivamente). Curvas da atividade de TcMEm em função de NADP+ na presença de 
diferentes concentrações de ATR3-001 (B) e ATR5-001 (F), juntamente com o duplo recíproco 
(D e H, respectivamente). Os modelos de inibição foram ajustados às curvas de atividade, 
enquanto o duplo recíproco foi utilizado somente para ilustrar os mecanismos. Figura 
adaptada de Ranzani, A. T., et al, SLAS Discovery, 201784. 
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Figura 3.10: Mecanismo de inibição dos compostos ATR2-001 e ATR4-001 contra 
TcMEm. Curvas da atividade de TcMEm em função de malato na presença de diferentes 
concentrações de ATR2-001 (A) e ATR4-001 (E), juntamente com o duplo recíproco (C e G, 
respectivamente). Curvas da atividade de TcMEm em função de NADP+ na presença de 
diferentes concentrações de ATR2-001 (B) e ATR4-001 (F), juntamente com o duplo recíproco 
(D e H, respectivamente). Os modelos de inibição foram ajustados às curvas de atividade, 
enquanto o duplo recíproco foi utilizado somente para ilustrar os mecanismos. Figura 
adaptada de Ranzani, A. T., et al, SLAS Discovery, 201784. 
   
3.3.5 Ensaio de viabilidade celular  
Os compostos recomprados com IC50 < 15 µM (contra uma das TcMEs) foram 
testados a 80 µM contra a forma epimastigota de T. cruzi, utilizando um ensaio de 
formação de formazan para viabilidade celular. No caso das sulfonamidas, devido ao 
grande número de compostos, foram escolhidos 20 moléculas com IC50 variando entre 
3 nM a 10 µM. Das 44 moléculas testadas, 13 exibiram efeito tripanocida moderado 
(viabilidade entre 25 – 75%), enquanto 21 não tiveram efeito significativo contra o 
parasita (viabilidade maior que 75%). Os 10 compostos ativos (viabilidade menor que 
25%) prosseguiram para ensaio de dose-resposta, obtendo valores de EC50Epi com 
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valores entre 14 – 56 µM (Tabela 3.6). Em paralelo, benznidazol foi usado como 
controle do ensaio, que gerou um valor de EC50Epi igual a 12 ± 1 µM.  
Além do ensaio em epimastigota, também foram realizados ensaios de 
citotoxicidade em célula de mamífero (L6 – mioblasto de Rattus norvegicus) e na forma 
intracelular de T. cruzi. Estes experimentos foram realizados durante estágio de um 
ano na Queen Mary University of London – QMUL (Londres, Reino Unido), sob 
orientação de Dr. Shane R. Wilkinson.  
Os compostos ativos foram então testados em L6 para avaliar citotoxicidade, 
além de determinar a concentração mais alta que não apresenta atividade tóxica para 
as células (denominada “concentração segura” – CS). Os valores de EC50L6 obtidos 
estão entre 15 – 55 µM. Os compostos então foram testados na CS em células 
infectadas com T. cruzi geneticamente modificado para expressar luciferase, sendo 
possível medir a viabilidade celular da forma amastigota pela atividade desta enzima. 
Dos 10 compostos testados, 4 apresentaram atividade em amastigota, inibindo o 
crescimento do patógeno em pelo menos 90%, quando comparado com os controles 
(Tabela 3.6).      
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Tabela 3.6: Compostos com efeito tripanocida. 
 
Compost
o 
IC50 (µM)# 
EC50Epi (µM) 
EC50L6 
[CS] (µM) 
Atividade 
amastigota TcMEm TcMEc HsMEs 
ATR3-045 >80,00 0,32 ± 0,01 53,00 ± 
10,002 
23 ± 6 36 ± 5 
[12,8] 
Inativo 
ATR3-073 >80,00 0,87 ± 0,00 >80,00 14 ± 2 26 ± 3 
[12,8] 
Inativo 
ATR3-128 >80,00 3,80 ± 0,06 >80,00 41 ± 8 54 ± 5 
[32] 
Ativo a 32 
µM 
ATR4-003 5,10 ± 0,50 >80,00 >80,00 48 ± 6 14 ± 1 
[5,1] 
Inativo 
ATR5-001 10,00 ± 0,70 >80,00 >80,000 14 ± 1 > 80 
[80] 
Inativo 
ATR6-001 13,00 ± 1,00 >80,00 >80,00 29 ± 5 55 ± 9 
[32] 
Ativo a 32 
µM 
ATR7-005 >80,00 5,70 ± 0,30 >80,00 56 ± 8 > 80 
[80] 
Ativo a 80 
µM 
ATR7-006 >80,00 6,30 ± 0,50 >80,00 33 ± 5 15 ± 2 
[5,1] 
Inativo 
ATR7-008 >80,00 8,90 ± 0,90 >80,00 19 ± 1 53 ± 10 
[32] 
Ativo a 32 
µM 
ATR7-010 3,80 ± 0,10 7,60 ± 0,40 13,0 ± 1,001 
9,70 ± 0,802 
11,50 ± 0,503 
39 ± 4 34 ± 2 
[12,8] 
Inativo 
# IC50 para TcMEm, TcMEc, HsME1(1), HsME2 (2) e HsME3 (3) são apresentados. Quando o 
IC50 é diferente de >80 µM, o valor e a isoforma da HsME são indicados. Na coluna de EC50L6, 
os valores em colchetes representam a concentração segura [SC], definida como a maior 
concentração testada que apresentou menos de 10% de toxicidade para L6. Para o ensaio de 
amastigota, os compostos que inibiram mais que 90% o crescimento do parasita foram 
nomeados “ativos”.  
   
3.3.6 Análise dos grupos de inibidores das TcMEs 
 Para o grupo ATR1, composto de benzil-xantinas, apesar do pouco número de 
representantes identificados, foi possível observar que a presença de um grupo 
sulfidril em R1 é essencial para a atividade, evidenciado pela comparação dos 
compostos ATR1-003, ATR3-004 e ATR3-005, sendo que estes dois últimos são 
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inativos e possuem como substituinte um tiometil e hidrogênio, respectivamente 
(Figura 3.10-A).  
No caso do grupo ATR2, formado por tetrazol-il 4- quinolinacarboxamida ou N-1H-
tetrazol-5-il-9H-xantina-9carboxamida, as moléculas inibiram todas as MEs testadas. 
No entanto, estas foram em torno de 5 vezes mais seletivas para TcMEm em relação 
às outras enzimas, além de conter o composto mais potente para esta isoforma 
(ATR2-001, Figura A2.1, Tabela A2.1). A falta de especificidade desta classe pode 
estar relacionada à inibição competitiva com relação ao malato, ocupando um sítio 
conservado entre as enzimas. Com relação às estruturas das moléculas, observa-se 
que é permitido diferentes substituintes cíclicos em R1 sem alterar a potências dos 
inibidores. Inclusive, a quinolina pode ser substituída por um grupo xanteno (Fig. 3.10-
B). Tantos os compostos ATR1 quanto ATR2 não apresentaram atividade tripanocida.  
 
 
Figura 3.10: SAR dos grupos ATR1, ATR2. A: Comparação entre moléculas do grupo ATR1 
mostra que o grupo sulfidril é essencial à atividade. B: SAR do grupo ATR2 evidencia que 
diferentes aneis são permitidos sem afetar a potência dos compostos. Quando o IC50 está 
indicado como > 80 µM, o composto não inibiu ao menos 50% da atividade enzimática a 80 
µM (maior concentração testada). Figura adaptada de Ranzani, A. T., et al, SLAS Discovery, 
201784. 
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Os compostos do grupo ATR3 possuem em comum o grupo sulfonamida ligando 
dois anéis aromáticos, tanto de 6 quanto 5 membros, além de apresentarem 
especificidade para TcMEc. Dos 218 compostos, apenas 6 apresentaram inibição para 
TcMEm e 189 são exclusivos para isoforma citosólica, dentre as 5 MEs testadas. 
 Considerando o grande número de moléculas ATR3, a análise de estrutura 
atividade (structure activity relationship – SAR) se restringiu aos 27 compostos com 
IC50 abaixo de 100 nM. Apesar da grande variedade de substituintes encontrados 
nestes compostos, 19 contêm um nitrogênio inserido em um anel de 5 ou 6 membros, 
sendo a inserção a duas ligações de distância do nitrogênio da sulfonamida. A 
inserção deste nitrogênio no composto ATR3-152, produzindo ATR3-010, é o 
suficiente para aumentar a potência em 912 vezes. Menos evidente, mas seguindo o 
mesmo padrão, é a diferença de 5,2 vezes entre o valor de IC50 entre ATR3-127 e 
ATR3-063. A adição de outro nitrogênio no anel (substituição de piridina por pirimidina) 
é deletéria à atividade, como visto para o composto ATR3-055, 8,5 vezes menos 
potente que ATR3-026 (Figura 3.11).  
Dentro do subgrupo N-(2-piridinil)-benzenosulfonamidas (A=N, Figura 3.7), os 
seguintes substituintes foram encontrados na piridina: metil em R7, R8 e R9, 
halogênios (cloro e bromo) em R8. Nenhum composto com substituinte em R6 foi 
identificado. Analisando os análogos de ATR3-020, a adição de cloro na posição R8 
é notável. Dos 14 compostos deste subgrupo com IC50 abaixo de 100 nM, 10 possuem 
um halogênio em R8. Considerando o anel benzeno (ligado ao enxofre), diferentes 
substituintes foram encontrados, como halogênios, alquila, metóxi, etóxi, fusão com 
outro anel (substituição do benzeno por naftaleno – ATR3-007), assim como outro 
anel conectado por uma carboxamida (ATR3-002). A presença de um cloro na posição 
R3 (ATR3-026) melhora a atividade em pelo menos 50 vezes comparada a trifluor-
metóxi (ATR3-113) e amina (ATR3-157) (Figura 3.11).   
Outro ATR3 subgrupo são as 4-(metilsulfanil)-N-fenilbenzenosulfonamidas (R3 = 
metilsulfanil). Avaliando os análogos de ATR3-28 se observa a tendência Br = Cl > F 
> metil > metóxi na atividade inibitória, evidenciando novamente uma preferência por 
halogênios em R8. O mesmo ocorre para a posição R7, na qual a substituição de metil 
(ATR3-072) por cloro (ATR3-028) melhora a potência em 10,8 vezes. Compostos 
deste subgrupo com substituições em R1, R2, R4 e R5 não estavam presentes na 
biblioteca triada, diferente do subgrupo 4-(metóxi)-N-fenilbenzenosulfonamidas (R3 = 
metóxi), para o qual inibidores com halogênios, metil e amida foram identificados em 
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R2. Como acontece com os outros subgrupos, a presença de um halogênio em R8 
(ATR3-039 e ATR3-061 comparados com ATR3-150) aumenta a potência de inibição 
em uma ordem de grandeza. Além destes subgrupos, 3 compostos com um ácido 
benzóico ligado ao N-sulfonamida foram ativos com ordem em nanomolar ( < 100 nM). 
A adição do ácido carboxílico em R6 aumenta em 40 vezes a potência (ATR3-130 
comparado com ATR3-017). A posição do ácido no anel afeta dramaticamente a 
atividade do composto, como para ATR3-210, 2000 vezes menor potente que ATR3-
017 (Figura 3.11).   
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Figura 3.11: SAR do grupo ATR3. Em fundo azul, os compostos mais potentes (IC50 < 10 
nM) junto com outros representantes de inibidores com IC50 abaixo de 100 nM. O valor de 
IC50 apresentado se refere à TcMEc. Os compostos pertencentes a uma série de SAR estão 
relacionados por flechas, com a posição variável destacada na molécula mais potente. Figura 
adaptada de Ranzani, A. T., et al, SLAS Discovery, 201784. 
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 Além da atividade inibitória contra TcMEc, os compostos ATR3 também 
apresentaram efeito tripanocida em epimastigota (ATR3-045, ATR3-073 e ATR3-128) 
e amastigota (ATR3-128) (Tabela 3.6). Uma classe de fármacos similiares com as 
ATR3 são as chamadas “sulfas”, que são utilizadas no tratamento de infecções 
bacterianas e de protozoários. A ação destas moléculas se dá pela inibição da 
desidropteroato sintetase (DHPS), bloquando a síntese de folato. É improvável que o 
efeito tripanocida das ATR3s seja devido à inibição da DHPS uma vez que o T. cruzi 
é auxotrófico em folatos e pterinas85.  
Compostos similiares a ATR3 também são encontrados no conjunto “GSK 
Chagas Box”. Este conjunto é formado por 222 compostos líderes provenientes de 
uma campanha de HTS fenotípico de 1,8 milhões de compostos, realizados pela 
GSK86. No trabalho reportado, as moléculas foram caracterizadas em diferentes 
ensaios e selecionadas seguindo os seguintes critérios: EC50Ama contra amastigota 
menor que 10 µM, EC50HepG2 contra célula hepática humana (Hep G2) maior que 10 
µM, relação EC50HepG2/EC50Ama > 10 e seletividade de no mínimo 10 vezes de atividade 
contra o amastigota em relação à célula hospedeira (linhagem 3T3). Os compostos 
da GSK Chagas Box foram gentilmente cedidos pela GSK e foram ensaiados num 
ensaio primário contra as duas TcMEs (este ensaio preliminar foi realizado com a 
ajuda da aluna Sabrina Gondim Ribeiro Mota). A campanha revelou 3 sulfonamidas 
como inibidores da TcMEc, similares ao grupo ATR3. Estes compostos precisam ser 
confirmados e caracterizados, o que será feito futuramente, quando uma maior 
quantidade dos compostos for fornecida ao grupo. Apesar de ser um resultado 
preliminar, este demonstra que é possível obter compostos análogos de ATR3 com 
atividade tripanocida e pouco efeito citotóxico, o que instiga a pesquisa nessa classe 
de compostos para validar a correlação entre inibição da TcMEc com a atividade 
tripanocida.  
 Dentro de todos os inibidores identificados, os compostos ATR4 
(pirimidinonas) foram os que apresentaram maior seletividade para TcMEm. Dois 
destes, ATR4-003 (Tabela 3.6) e ATR4-005 (Figura A2.6, Tabela A2.6), foram 
específicos para esta isoforma, demonstrando no mínimo 16 e 3 vezes de 
seletividade, respectivamente, em relação às outras MEs testadas. O composto 
ATR4-003 também demonstrou ser ativo contra cultura de epimastigota (Tabela 3.6), 
porém foi tóxico para células de mamíferos, além de não apresentar atividade contra 
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amastigota. Este grupo exibiu o melhor comportamento nos ensaios de mecanismo 
de inibição, sendo competitivo com relação ao malato e incompetitivo em relação ao 
NADP+. Isto indica que há uma ligação sequencial do inibidor no sítio ativo da enzima, 
sendo primeiro a ligação do NADP+, seguida da ligação do ATR4-001. Compostos 
similares a ATR4 foram reportados como inibidores da 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato 
sintase de Mycobacterium tuberculosis (MtDXS)87. Esta enzima participa na via de 
biossíntese de isoprenóides indepedente de mevalonato, utilizando piruvato e D-
gliceraldeído 3-fosfato para produção de 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato88. É 
interessante notar que esta enzima tem como substrato o piruvato, que é justamente 
o produto da ME, ou seja, estes inibidores provavelmente se ligam ao sítio ativo da 
DXS, assim como foi observado por cinética para o caso da TcMEm. Não há no PDB 
nenhuma estrutura da DXS, nem estudos do modo de ligação da DXS com as benzil-
pirimidinonas que poderiam trazer sugestões para a ligação dos ATR4 com as MEs. 
Diferente de M. tuberculosis, o T. cruzi sintetiza isoprenóides por uma via dependente 
de mevalonato89 e aparentemente não possui um homólogo de DXS, indicando que o 
efeito tripanocida observado para ATR4-003 não deve estar relacionado com a 
inibição da biossíntese de isoprenóides.  
O grupo ATR5 é composto por 12 azatriciclo decenedionas com média potência 
contra TcMEs, HsME2 e HsME3, algumas destas com média seletividade para 
TcMEm. O composto ATR5-001 (Tabela 3.6), específico para TcMEm, foi tóxico para 
a forma epimastigota do parasita, não demonstrando efeito contra as células de 
mamífero. Apesar disso, os compostos não apresentaram atividade contra a forma 
amastigota do parasita. Devido à pequena faixa de potência observada e ao número 
de compostos, nenhuma relação estrutura atividade foi obtida dentro deste conjunto. 
Moléculas similares a ATR5s foram reportados como inibidores da tioredoxina 
glutationa redutase de Schistossoma mansoni, com atividade contra o estágio larval  
do parasita90.  
  Curiosamente, no grupo ATR6, formado por 4 tetraidrotieno isoquinolinas, 
compostos semelhantes apresentam seletividade para uma ou outra TcME, o que 
parece estar relacionado com o tamanho do substituinte em R1: substituintes 
pequenos como amina ou etóxi conferem especificidade para a TcMEc, enquanto 
substituintes cíclicos conferem atividade para a isoforma mitocondrial (Figura 3.12). 
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Além disto, o ATR6-001 apresentou atividade tripanocida tanto contra a forma 
epimastigota, como amastigota do parasita. 
 
Figura 3.12: SAR do grupo ATR6. A presença de um sistema cíclico em R1 favorece a 
inibição da TcMEm, enquanto que amina ou metóxi mudam a seletividade para TcMEc. 
Quando o IC50 está indicado como > 80 µM, o composto não inibiu ao menos 50% da 
atividade enzimática a 80 µM (maior concentração testada). Figura adaptada de Ranzani, A. 
T., et al, SLAS Discovery, 201784. 
 
Finalmente, o grupo ATR7 é formado por 12 singletons, compostos sem 
similaridade química. A maioria (9) mostrou especifidade para TcMEc, enquanto 2 
foram específicos para TcMEm. Apenas 1 composto (ATR7-010) teve atividade em 
ambas enzimas, incluindo as isoformas humanas (Figura A2.7, Tabela A2.7). Os 
destaques deste grupo são as ATR7-005 e ATR7-008, pois estas apresentaram 
atividade tripanocida contra as formas epimastigota e amastigota de T. cruzi, sendo 
que a primeira molécula não foi tóxica contra células de mamífero.  
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3.4 Estudos estruturais 
 
Nesta seção serão apresentados os resultados da obtenção dos cristais, das 
coletas de dados e da solução das estruturas. Em seguida, será feita uma análise das 
estruturas obtidas.  
3.4.1 Cristalização e solução da estrutura TcMEm 
Foi realizado um screening inicial de condições de cristalização para ambas 
isoformas de TcMEs, utilizando as proteínas com e sem cauda de histidina em 
diferentes combinações de ligantes (malato, NADP+, Mn+2, aspartato, piruvato). 
Dentre as condições de cristalização identificadas para TcMEm, a maioria 
continha fosfato de amônio ou fosfato de potássio, com tampões de pHs diferentes. 
Os cristais não possuíam faces bem definidas, mas sim um formato mais arredondado. 
Após alguns ciclos de refinamento, obteve-se uma melhora significativa, obtendo-se 
gotas limpas com poucos cristais grandes (≈ 150 – 200 µm) e com faces definidas. 
Observou-se que o melhor precipitante é o fosfato de amônio dibásico, tendo como 
agente tamponante acetato de sódio pH 4,6 - 5,4 (Figura 3.12-A).  
 Primeiramente, os cristais foram testados na linha W01B-MX2 do Laboratório 
Nacional de Luz Síncrotron (LNLS). O conjunto de maior resolução obtido foi a 3,75 
Å, sendo possível determinar sua estrutura atômica por substituição molecular usando 
uma estrutura da HsME1 (PDB: 2AW5) como modelo. O cristal pertence ao grupo 
espacial P6522, com cela unitária de a = b = 82,82 Å, c = 298,98 Å. A unidade 
assimétrica é formada por um monômero, e um eixo cristalográfico de ordem 2 gera o 
dímero funcional (Figura 3.12-B). Analisando os contatos cristalinos, é possível 
observar que o sítio ativo está exposto aos canais de solvente (Figura 3.12-C). Desta 
forma, esta condição de cristalização pode ser considerada apropriada para soaking 
de compostos. Após esta coleta no Brasil, cristais do mesmo lote foram gentilmente 
coletados pelo Prof. Dr. Marcio Vinícius Bertacine Dias (USP-SP) na linha X06DA 
(PXIII), no Swiss Light Source (SLS, Suíça). Nesta linha, a qual possui um feixe menor 
e com brilho mais intenso, os cristais difrataram a 2,6 Å, tendo um ganho grande de 
resolução, sendo possível então observar a densidade da cadeia lateral da proteína 
(Figura 3.12-C).  
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Figura 3.12: Estrutura da TcMEm. A: Foto do cristal da Tc_mME. Condição: 100 mM Acetato 
de sódio pH 4,6, 1,5 M fosfato de amônio dibásico. Proteína: 10 mg/mL em 10 mM Tris-Hcl 
pH 8,0, 30 mM NaCl.; Padrão de difração coletado na MX2 - LNLS, com 3,75 Å de resolução; 
Padrão de difração coletado na PXIII - SLS, com 2,6 Å de resolução. B: Dímero formando por 
simetria cristalográfica. C: Monômero encontrado na unidade assimétrica, ressaltando as 
regiões que fazem contato cristalino, mostrando que o sítio ativo está exposto ao solvente; 
densidade eletrônica obtida com os dados a 2,6 Å. 
 
Mais cristais foram produzidos da TcMEm com o intuito de se obter complexos 
com os substratos e principalmente, com os inibidores identificados. Foi feita uma 
coleta na linha I03 do Diamond Light Source (Reino Unido), sendo enviados cristais 
da TcMEm com soaking ou co-cristalizados com diferentes ligantes, tanto substratos 
como inibidores. No total, foram coletados 36 conjuntos para esta enzima (Tabela 3.7). 
Estes conjuntos foram analisados e não foi possível identificar nenhuma densidade 
para os ligantes testados. Porém, foi possível obter conjuntos melhores que o coletado 
anteriormente, no que diz respeito às estatísticas da redução de dados e qualidade 
da densidade do mapa, sendo escolhido um destes para depósito e análise da 
estrutura (Tabela 3.8). 
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Tabela 3.7: Cristais da TcMEm coletados na linha I-03 - Diamond. 
Ligantes* N° conjuntos Resolução (Å)# 
- 4 2,9 
NADP 2 3 
Malato 3 2,75 
MnCl2 3 2,7 
MnCl2 + NADP 3 3 
MnCl2 + NADP + piruvato 4 3,2 
MnCL2 + Malato 5 2,6 
ATR7-010 5 3,1 
ATR5-001 4 3 
NADP 3 3,1 
*Ligantes presentes na condição de cristalização ou utilizados 
em soaking. #Resolução do melhor conjunto de dados. 
  
Tabela 3.8: Dados estatísticos para TcMEm 
 TcMEm 
Conjunto A8 
Linha I03 (Diamond) 
Comprimento de onda (Å) 0,98 
Grupo Espacial P6522 
Cela:  a (Å) 84,04 
           b (Å) 84,04 
           c (Å) 298,71 
Resolução (Å) 46,18 – 2,65 (2,78-2,65) 
N° reflexões* 716117 ; 18137 ; 95278 
N° reflexões únicas* 19210 ; 662 ; 2470 
I/σ* 33,5 ; 111,7 ; 1,3 
Rpim (%)* 1,1 ; 0,5 ; 62,5 
CC1/2* 1 ; 1 ; 0,57 
Completeza (%)* 100 ; 99,5 ; 100 
Multiplicidade* 37,3 ; 27,4 ; 38,6 
Fator de temperatura (Å2) (Wilson Plot) 103,2 
Estatística do modelo 
Resolução 2,65 
Rwork (%) 22,16 
Rfree (%) 27,53 
RMS comprimento de ligação (Å) 0,012 
RMS ângulo de ligação (Å) 1,21 
Ramachandran  
   em regiões favoráveis (%) 95,19 
   em regiões permitidas (%) 3,88 
   em regiões não permitidas (%) 0,92 
Fator de temperatura médio (Å2) 114,1 
N° de moléculas: 
                         TcMEm 
                          H2O 
 
1 
3 
* valor médio ; valor da faixa de menor resolução ; valor da faixa de maior 
resolução. 
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3.4.2 Cristalização e solução da estrutura da isoforma citosólica 
Diferente da TcMEm, que apresentou poucas condições e com certa 
redundância nos componentes da solução, a TcMEc cristalizou em diferentes 
soluções. A proteína com cauda de histidina apresentou por volta de 40 condições 
iniciais de cristalização, enquanto a proteína com a cauda clivada cristalizou em 
menos condições (por volta de 20), ambas apresentando agulhas, placas e cristais 
pequenos. As melhores condições da enzima foram refinadas, sendo os melhores 
cristais obtidos na condição de 200 mM ácido cítrico/tri-amonio citrato pH 5,0, 18-25% 
PEG 3350 e 2-15% 2-propanol, com concentração de 5 mg/mL da proteína com cauda 
de histidina. Nesta condição, todos os complexos que possuíam aspartato na 
formulação cristalizaram, com o aparecimento em 24 horas de cristais hexagonais, 
com má formações. O crescimento acelerado poderia ser o causador das imperfeições 
dos cristais e sua baixa resolução, pois os cristais não difrataram com resolução maior 
que 6 Å. Outros ciclos de refinamento foram realizados com esta condição, como 
diminuição da temperatura para 4 °C e proporção na gota de proteína:solução, mas 
não se obteve uma melhora significativa na resolução dos cristais. 
 Desta maneira, decidiu-se fazer uma nova construção da proteína em busca 
de melhores cristais. A estratégia para nova construção foi avaliar regiões não 
estruturadas do N e C terminal para serem deletadas. Para isso, foi feito um 
alinhamento com as estruturas depositadas no PDB e com a TcMEm, levando em 
consideração somente os resíduos que apresentam densidade eletrônica (Figura 
3.13). Além disto, utilizou-se o servidor de predição de região desordenada iPDA 
(http://biominer.bime.ntu.edu.tw/ipda), tendo o resultado de que os 11 primeiros 
resíduos da TcMEc não teriam uma estrutura secundária. Analisando o alinhamento, 
observa-se que a partir do resíduo 12 (TcMEc) se tem uma maior conservação entre 
as estruturas, sendo que o tamanho da região desordenada deve ser por volta de 10 
resíduos. Com relação à TcMEm, a qual já havia sido possível determinar a estrutura, 
se observou densidade eletrônica a partir do resíduo 18, sendo que em alguns 
conjuntos é possível observar no mapa diferença uma densidade para o resíduo 17, 
mas não sendo possível modelar. Desta forma, escolheu-se fazer a deleção dos 
primeiros 11 e 16 resíduos da TcMEc e TcMEm, respectivamente. Com relação ao C 
terminal, não há grande conservação entre as estruturas e se resolveu não fazer 
nenhuma deleção.    
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Figura 3.13: Alinhamento das TcMEs com estruturas depositadas no PDB. Em vermelho, 
região sem densidade eletrônica para as estruturas resolvidas da TcMEm. Em azul, região 
predita pelo servidor iPDA como sendo desordenada. ClME: ME de Columba livia, AsME: 
ME de Ascaris suum.  
 
As novas construções (TcΔMEc e TcΔMEm) foram então clonadas em pET-
SUMO e foram purificadas seguindo o mesmo protocolo para as construções inteiras, 
com a SUMO sendo clivada com protease específica. O perfil de purificação foi 
parecido com o obtido para as outras MEs.  
Para TcΔMEc foram identificadas 12 novas condições iniciais de cristalização, 
tanto na presença ou ausência de NADP+. Vinte e um cristais foram enviados para 
coleta de dados de difração no síncrotron Diamond (Reino Unido), pertencentes a 6 
condições de cristalização diferentes. Duas condições diferentes que possuem citrato 
de sódio como precipitante difrataram acima de 2 Å, sendo o melhor conjunto em torno 
de 1,55 Å (Figura 3.14). Assim, a nova construção teve um impacto enorme na 
cristalização, permitindo a obtenção de cristais que difrataram em alta resolução. Além 
disso, as condições são criogênicas, o que facilita o manuseio para coleta. Com 
relação a TcΔMEm, obtiveram-se cristais em condições semelhantes à TcMEm, sem 
grande melhora de resolução. 
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Figura 3.14: Cristais e padrão de difração da TcΔMEc. A: Cristais da TcΔMEc; condição: 
100 mM HEPES pH 7,5, 1,4 M citrato tri-sódio; proteína: 3 mg/mL TcΔMEc + 1 mM MnCl2 + 
10 mM Aspartato + 2mM NADP. B: Cristais da TcΔMEc; condição: 1,6 M citrato de tri-sódio 
pH 6,5; proteína:  10 mg/mL Tc_ΔcME + 1 mM MnCl2 + 10 mM Aspartato. C: Padrão de 
difração obtido na linha I03 de um cristal da gota A, com difração até 1,55 Å. 
 
Não se conseguiu determinar a estrutura da TcΔMEc por substituição molecular 
de forma trivial, utilizando a cadeia completa das estruturas depositadas no PDB como 
modelo (as de maior identidade são as estruturas da HsME1 e HsME2, com 42% e 
39% de identidade, respectivamente). Foi testado, primeiramente, o modelo para 
cadeia inteira da proteína, gerado pelo programa MOLREP, feito a partir das 
estruturas das enzimas humanas, da TcMEm e também das estruturas de pombo e 
Ascaris suum. Para todos os casos, não se obteve um resultado satisfatório. Testou-
se tanto o programa MOLREP, quanto Phaser, com modelos com cadeia lateral ou 
polialanina. Pelo fato da identidade sequencial dos modelos ser por volta de 40%, era 
de se esperar conseguir resolver a estrutura por substituição molecular.  
Esta enzima sofre mudanças conformacionais induzidas pela ligação dos 
substratos, gerando o movimento rígido de diferentes regiões da proteína, que levam 
ao fechamento do sítio ativo e a reorganização do dímero e tetramêro91. Para a HsME2 
são descritas tanto estruturas na conformação aberta (PDB: 1QR6), quanto fechada 
(PDB: 1EFK, 1GZ3, 1D08, 1PJ2, 1PJ3, 1PJ4 e 1GZ4). Já para a HsME1, só há 
estrutura da conformação aberta (2AW5 e 3WJA). Não há estruturas para a HsME3.  
Considerando que a topologia da enzima málica é mantida entre as estruturas 
descritas no PDB, mas que a disposição dos domínios é ligeiramente diferente entre 
as isoformas, além de ser alterada conforme a presença de ligantes, decidiu-se 
realizar a substituição molecular para cada domínio separado. Assim, gerou-se um 
modelo para cada domínio utilizando a estrutura com maior identidade sequencial. No 
caso do domínio B, este não é formado por uma sequência contínua, mas sim, por 
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duas regiões (B1 e B2), que na estrutura terciaria formam um domínio só.  Abaixo 
encontra-se um resumo das estruturas utilizadas como modelo para cada domínio: 
Tabela 3.9: Modelos dos domínios para substuição molecular. 
Dominio Resíduos 
(TcMEc) 
N° resíduos Modelo Identidade 
(%) 
Similaridade 
(%) 
A 11-128 117 1GZ3 (HsME2) 36 63 
B1 129-274 146 3WJA (HsME1) 52 75 
B2 468-539 72 1GQ2 (pombo) 40 61 
C 275-467 193 3WJA (HsME1) 44 60 
D 540-565 26    
 
Deste modo, primeiramente foi feita a substituição com os domínios B1 ou C, por 
se tratarem dos maiores domínios e também possuírem a maior identidade 
sequencial, sendo mais provável de se encontrar uma solução. Em seguida, foi 
mantida fixa a solução parcial obtida destes domínios, seguida da substituição das 
outras regiões. Diferentes sequências de substituição dos domínios foram utilizadas, 
mas ao final, nenhuma solução reconstitui a proteína inteira, ou quando se conseguia 
reconstituir, o Rwork/Rfree continuavam acima de 50% após refinamento de corpo rígido 
e/ou refinamento com restrições (o refinamento foi feito com o programa REFMAC, do 
pacote CCP4, ou pelo Refine, do PHENIX). Além disto, nenhuma solução apresentava 
uma densidade contínua para a cadeia principal, mesmo problema encontrado com 
todas as tentativas anteriores utilizando a cadeia completa da proteína. 
Por fim, a estratégia adotada foi realizar um ciclo de refinamento após cada 
substituição molecular, antes de realizar a busca com outro domínio. O melhor 
resultado obtido foi utilizando o MOLREP para substituição molecular e a rotina de 
refinamento do PHENIX. A solução foi obtida seguindo a ordem: Substituição do 
domínio B1, primeiro ciclo de refinamento (Rwork/Rfree = 0,52/0,53), substituição do 
domínio C, segundo ciclo de refinamento (Rwork/Rfree = 0,45/0,49). Após estes dois 
ciclos, já era possível identificar a densidade da cadeia principal de algumas regiões 
do subdomínio B2, sendo este incorporado manualmente, ajustando o modelo do 
subdomínio à densidade. Após mais um ciclo de refinamento (Rwork/Rfree = 0,40/0,44), 
foi adicionado o domínio A, também de forma manual. Finalmente, depois de feito o 
refinamento, o modelo obtido apresentou Rwork/Rfree de 0,34/0,37, com a densidade da 
cadeia principal bem definida. O domínio D foi modelado manualmente e a estrutura 
pode ser refinada.    
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Há somente um monômero na unidade assimétrica, sendo o dímero formado por 
simetria cristalográfica. A proteína está na conformação aberta, mas os domínios, 
apesar de serem individualmente conservados com a estrutura humana, assumem 
uma disposição entre si diferente da descrita para a forma aberta da HsME2 (e 
HsME1), explicando o fato de não se conseguir obter solução na substituição 
utilizando a cadeia completa como modelo de busca (Figura 3.15). 
 
Figura 3.15: Comparação entre a estrutura da TcΔMEc e HsME2 na conformação aberta. 
Em cinza, monômero da HsME2, na conformação aberta (PDB: 1QR6). Já o monômero da 
TcΔMEc está colorido em vermelho, verde claro, azul, verde escuro e magenta, representando 
os domínios A, B1, C, B2 e D, respectivamente. As duas estruturas foram alinhadas pelo 
domínio B1. É possível notar a diferença no arranjo dos domínios entre si.  
 
Após o refinamento da estrutura da TcΔMEc, foi identificada uma molécula de 
citrato e outra de HEPES nos mapas de densidade eletrônica Fo-Fc, ligantes estes 
presentes na condição de cristalização (Figura 3.16). Foi avaliado se estes ligantes 
poderiam interferir na atividade enzimática da TcMEc, mas nenhum efeito foi 
observado, nem de inibição, nem de ativação. 
 
  
 A      B 
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Figura 3.16: Estrutura da TcMEc. (A) representação do dímero e (B) detalhe do sítio 
ocupado pela molécula de citrato, na interface dimérica. O mapa 2 Fo – Fc da molécula de 
citrato é apresentado em azul, com contorno de 1 σ. 
 
Mais cristais de TcΔMEc foram produzidos manualmente, pelo método de gota 
suspensa. Conseguiu-se produzir cristais em quantidade para ensaios de soaking e 
com dimensões apropriadas para serem coletados no Brasil (MX2-LNLS). Os cristais 
foram submetidos a soaking com os inibidores mais potentes identificados no HTS. 
Diferentes tempos de incubação/concentração de inibidor foram testados, não tendo 
obtido nenhum resultado com incubação de 1 minuto a 6 horas. Porém, quando 
testado a incubação de pelo menos 16 horas, obteve-se sucesso com compostos do 
grupo ATR3. Os resultados foram obtidos com a transferência de cristais para uma 
nova gota de 2 µL de solução de poço contendo de 0,8 mM a 1 mM de composto (10% 
DMSO na concentração final). As gotas foram mantidas em equilíbrio com a solução 
de poço com no mínimo de incubação de 16 horas, e não mais que 48 horas. Os 
cristais foram coletados na linha MX2, LNLS (Brasil) (Tabela 3.10 e 3.11). Os cristais 
suportam a presença de 10% DMSO e difratam em torno de 1,8 – 2,5 Å. 
Utilizando este método, foi possível determinar a estrutura de complexos com 
as sulfonamidas ATR3-006, ATR3-008, ATR3-009, ATR3-012, ATR3-012 e ATR3-045 
(Figura 3.17). A densidade eletrônica para os compostos foi facilmente identificada 
pelo mapa Fo - Fc, sendo possível adicionar os compostos ao modelo. O sítio de 
inibição se encontra enterrado na interface do dímero, tendo a ligação de duas 
moléculas do inibidor por dímero. 
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Figura 3.17: Identificação do sítio de inibição para compostos ATR3. A: Esquema do 
dímero da TcΔMEc, com o sítio de inibição na interface do dímero, distante do sítio ativo. B: 
Mapa 2Fo – Fc dos compostos após refinamento das estruturas. Os monômeros da proteína 
estão representados em cinza claro e escuro, respectivamente. Com relação às ATR3s, estão 
representados em ciano, vermelho, azul, amarelo, verde e bromo os átomos de carbono, 
oxigênio, nitrogênio, enxofre, cloro e bromo, respectivamente. O mapa 2Fo – Fc está 
representado em azul, com σ = 1,0.   
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Tabela 3.10: Dados estatísticos para TcΔMEc e complexos com ATR3-006 e ATR3-008. 
 TcΔMEc 
Conjunto J1 ATR3-006 ATR3-008 
Linha I03 (Diamond) MX2 (LNLS) MX2 (LNLS) 
Comprimento de onda (Å) 0,98 1,46 1,46 
Grupo Espacial P43212 P43212 P43212 
Cela:  a = b (Å) 73.30 73,17 73,52 
           c (Å) 233.75 232,92 233,58 
Resolução (Å) 47,38-1,55 (1,58-1,55) 47,28-2,1 (2,16-2,10) 47,52 – 1,75 (1,78-
1,75) 
N° reflexões* 2410774 ; 14297 ; 103600 431438 ; 6591 ; 26392 532062 ; 6325 ; 14614 
N° reflexões únicas* 93585 ; 717 ; 4563 38122 ; 618 ; 3073 65234 ; 591 ; 3378 
I/σ* 22; 75 ; 1,6 15,5 ; 47,9 ; 2,1 23,6 ; 70,9 ; 1,9 
Rpim (%)* 1,9 ; 0,8 ; 52,4 3,8 ; 1,1 ; 38,8 1,9 ; 0,7 ; 36,6 
CC1/2* 1 ; 1 ; 0,601 0,99 ; 0,99 ; 0,82 0,99 ; 1 ; 0,59 
Completeza (%)* 100 ; 99,5 ; 100 100 ; 99,3 ; 100 99,1 ; 99,0 ; 96,0 
Multiplicidade* 25,8 ; 19,9 ; 22,7 11,3 ; 10,7 ; 8,6 8,2 ; 10,7 ; 4,3 
Fator de temperatura (Å2) 
(Estimado Wilson Plot) 
21,7 29,2 15,6 
Estatística do modelo 
Resolução 47,38-1,55 47,3-2,1 47,52-1,75 
Rwork (%) 17,1 17,0 17,59 
Rfree (%) 19,8 21,6 21,26 
RMS comprimento de 
ligação (Å) 
0,02 0,02 0,02 
RMS ângulo de ligação 
(Å) 
2,3 1,9 1,9 
Ramachandran    
   em regiões favoráveis 
(%) 
97,43 96,88 96,86 
   em regiões permitidas 
(%) 
2,18 2,94 2,77 
   em regiões não 
permitidas (%) 
0,40 0,18 0,37 
Fator de temperatura 
médio (Å2) 
26,9 36 25,3 
N° de moléculas: 
                         TcMEm 
                         Citrato 
                         HEPES 
                         ATR3 
                         DMSO 
                          H2O 
 
1 
1 
1 
0 
0 
343 
 
1 
1 
1 
1 
1 
274 
 
1 
1 
1 
1 
1 
369 
* valor médio ; valor da faixa de menor resolução ; valor da faixa de maior resolução. 
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Tabela 3.11: Dados estatísticos para TcΔMEc em complexos com ATR3-009, ATR3-012, 
ATR3-017 e ATR3-045. 
 TcΔMEc 
Conjunto ATR3-009 ATR3-012 ATR3-017 ATR3-045 
Linha MX2 (LNLS) MX2 (LNLS) MX2 (LNLS) MX2 (LNLS) 
Comprimento de onda 
(Å) 
1,46 1,46 1,46 1,46 
Grupo Espacial P43212 P43212 P43212 P43212 
Cela:  a = b (Å) 73,36 73,4 73,68 73,62 
           c (Å) 233,81 232,18 233,84 233,24 
Resolução (Å) 29,23 – 2,3 (2,38-2,3) 34,61-2,2 (2,27-
2,2) 
47,59 – 1,95 (2-
1,95) 
47,54 – 1,9 
(1,94-1,90)  
N° reflexões* 235473 ; 6466 ; 13442 309462 ; 6100 ; 
12184 
356518 ; 5139 ; 
12685 
486879 ; 6270 ; 
15461 
N° reflexões únicas* 29335 ; 604 ; 2792 33368 ; 581 ; 
2823 
46979 ; 622 ; 
2957 
51794 ; 589 ; 
3288 
I/σ* 15,6 ; 53,8 ; 1,7 12,8 ; 36,1 ; 1,9 12,7 ; 26,8 ; 1,6 19,3 ; 56,2 ; 1,7 
Rpim (%)* 3,2 ; 1,1 ; 40,7 3,7 ; 1,6 ; 35,5 3,5 ; 2,4 ; 38,1 2,5 ; 1,0 ; 47 
CC1/2* 0,99 ; 0,99 ; 0,68 0,99 ; 0,99 ; 0,82 0,99 ; 0,99 ; 0,59 0,99 ; 0,99 ; 
0,59 
Completeza (%)* 99,6 ; 97,2 ; 99,0 99,9 ; 98,4 ; 99,5 97,8 ; 99,4 ; 89,1 100 ; 99,4 ; 
99,9 
Multiplicidade* 8,0 ; 10,7 ; 4,8 9,3 ; 10,5 ; 4,3 7,6 ; 8,3 ; 4,3 9,4 ; 10,6 ; 4,7 
Fator de temperatura 
(Å2) 
(Estimado Wilson Plot) 
35,5 30,5 25,8 20,6 
Estatística do modelo 
Resolução 29,23-2,3 34,6-2,2 47,59-1,95 47,54-1,9 
Rwork (%) 20,03 18,64 18,25 17,07 
Rfree (%) 25,30 23,42 22,18 21,02 
RMS comprimento de 
ligação (Å) 
0,01 0,02 0,02 0,02 
RMS ângulo de 
ligação (Å) 
1,24 1,81 1,78 1,83 
Ramachandran     
   em regiões 
favoráveis (%) 
95,93 96,70 96,51 96,66 
   em regiões 
permitidas (%) 
3,70 2,94 3,12 3,15 
   em regiões não 
permitidas (%) 
0,37 0,37 0,37 0,19 
Fator de temperatura 
médio (Å2) 
42,3 37,5 32,9 28,7 
N° de moléculas: 
                         TcMEm 
                         Citrato 
                         HEPES 
                         ATR3 
                         DMSO 
                          H2O 
 
1 
1 
1 
0 
0 
144 
 
1 
1 
1 
1 
1 
258 
 
1 
1 
1 
1 
1 
367 
 
1 
1 
1 
1 
1 
400 
* valor médio ; valor da faixa de menor resolução ; valor da faixa de maior resolução. 
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3.4.3 Análise das estruturas 
 De uma forma geral, os monômeros das duas TcMEs são similares aos já 
descritos para as HsMEs, tendo a mesma topologia. Comparando as estruturas 
obtidas com a conformação aberta e fechada da HsME2 (Figura 3.18-A), observa-se 
que as TcMEs estão em conformação aberta (Figura 3.18-B-C), sendo que o domínio 
C da isoforma citosólica está mais distante do domínio B quando se compara com a 
HsME2. É interessante notar que o hairpin formado pelos resíduos entre 151 e 161 na 
TcΔMEc está em uma conformação diferente (conformação B) das outras estruturas 
reportadas (conformação A), inclusive com relação à TcMEm (Figura 3.18-B). Este 
hairpin contêm a arginina 153 (165 na HsME2 – Figura 1.4) que faz interações tanto 
com o oxigênio O1 do malato quanto do oxigênio O1N do fosfato do co-fator. 
Analisando a densidade eletrônica da TcΔMEc nesta região, utilizando as outras 
estruturas como referência, é possível observar no mapa 2Fc – Fo algumas 
densidades desconexas de regiões do hairpin na conformação A. Diminuindo o σ para 
aproximadamente 0,5, existe uma maior continuidade na densidade, mas não é 
possível modelar a cadeia principal, por isso, decidiu-se não incluir esta segunda 
conformação na estrutura. Provavelmente com a ligação dos substratos a 
conformação A é favorecida, pois há a interação iônica da R153 com o malato, além 
de interações com o NADP+. 
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Figura 3.18: Comparação das TcMEs com a conformação aberta e fechada da HsME2. 
A: Sobreposição das HsME2 na conformação aberta e fechada. B: Comparação da TcΔMEc 
com a conformação aberta da HsME2. Hairpin formado pelos resíduos 151-161 (TcΔMEc) em 
destaque. C: Sopreposição da TcMEm com HsME2 aberta. As estruturas foram todas 
alinhadas pelo domínio B. As estruturas utilizadas foram: HsME2 aberta (ligantes: NAD+, PDB: 
1QR6), HsME2 fechada (ligantes: NAD+, piruvato, Mn2+, fumarato, PDB: 1PJ3). 
Com relação à estrutura quaternária, a HsME2 existe como um equilíbrio de 
tetrâmero e dímero, enquanto a HsME1 se apresenta somente como um tetrâmero92. 
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No caso das TcMEs, as enzimas eluiram como picos condizentes como dímeros em 
cromatografia de exclusão molecular e também somente o dímero foi encontrado nas 
estruturas cristalinas. Nas estruturas das HsMEs, os tetrâmeros são formados pela 
associação de dois dímeros e estabilizados por interações do domínio D, que estão 
no C-terminal da proteína. Este domínio, nas estruturas das HsMEs, é composto por 
uma hélice seguida de uma extensão sem estrutura secundária, extensão esta que 
avança em direção à outra cadeia, estabilizando o tetrâmero (Figura 3.19-A-B). As 
principais interações são hidrofóbicas, pelos resíduos L566, P567, V569, Y570 e 
W572 no caso da HsME2, e para HsME1, C566, Y567 W569, V573 e I576. Para as 
TcMEs, os resíduos não são conservados, além do C-terminal ser mais curto, não 
havendo a extensão que faz as interações intermoleculares (Figura 3.19-C). Para a 
TcMEm, no C-terminal há uma volta de hélice formada pelos resíduos 564-568 
(PEYYL) que interagem com os resíduos F21, F33, H40 da hélice α2 presente no 
domínio A do mesmo monômero. Estas diferenças no C-terminal corroboram com o 
fato das TcMEs se apresentarem somente como dímero (Figura 3.19). 
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Figura 3.19: Comparação entre TcMEs e HsMEs. A: Estrutura tetramérica da HsME1, 
ressaltando o papel do C-terminal na formação do tetrâmero. Abaixo, os monômeros das ME 
humanas e de parasita em uma mesma orientação, sendo possível observar que as TcMEs 
apresentam um C-terminal mais curto, não permitindo as interações intermoleculares 
encontradas nas enzimas humanas. B: Outra orientação dos monômeros, mostrando também 
a presença de uma volta de hélice na TcMEm que interage com o domínio A. C: Alinhamento 
múltiplo do C-terminal. Em cinza claro, resíduos ausentes nas estruturas, em cinza escuro, os 
principais resíduos que fazem interações entre os monômeros. Os domínios A, B, C e D foram 
coloridos em vermelho, verde, azul e magenta, respectivamente. As estruturas foram 
alinhadas pelo domínio A. As estruturas da HsME1 e HsME2 foram obtidas do PDB (3WJA e 
1QR6, respectivamente). 
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3.4.3.a Sítio de inibição das ATR3 
O sítio de inibição das ATR3 se encontra na interface dimérica da proteína, 
formado por resíduos do domínio A. A cavidade é formada pelos resíduos H113, F116, 
Y122 e L207 de um monômero, e G25, T26, L42, P43, Q52, R55, V56, Q59, H72, S75, 
V76, T79, N80 e L83 do outro monômero (Figura 3.20). Os oxigênios da sulfonamida 
são coordenados pelos resíduos T26, Q52, R55 e N80. A F116 faz interação π-
stacking com os dois anéis aromáticos do inibidor, sendo do tipo paralelo-deslocado 
para o anel ligado ao enxofre, e T-shaped com anel ligado ao nitrogênio. As outras 
interações são mais particulares aos substituintes encontrados nos anéis. Os 
halogênios nas posições R3 (ATR3-008, -009, -017) e R6 (ATR3-006, -008) fazem 
ligação de halogênio com a Y122 e S75, respectivamente. Os oxigênios O04 e O02 
do grupo éster da ATR3-006 fazem ligação de hidrogênio com H72 e R55, 
respectivamente. A R55 faz ligação de hidrogênio com o nitrogênio do grupo piridina 
(ATR3-008 e 009) e N07 do grupo tiadiazol da ATR3-012. Este resíduo também pode 
fazer uma dupla ponte salina com o grupo ácido da ATR3-017. O nitrogênio N06 do 
tiadiazol da ATR3-012 faz ligação de hidrogênio com Q59. Observa-se que a maioria 
das cadeias laterais não se alteram entre os complexos, com exceção da H72 e Q59, 
sendo que esta última pode tanto realizar ligações de hidrogênio com o inibidor, como 
pode rotacionar, criando espaço para acomodar substituintes na posição R9. Estes 
também são os únicos resíduos do sítio de inibição que apresentam alguma mudança 
conformacional em relação à proteína sem ligante.  
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Figura 3.20: Sítio de inibição das ATR3. As estruturas dos complexos da ATR3-006 (A), 
ATR3-008 (B), ATR3-009 (C), ATR3-012 (D), ATR3-017 (E) e ATR3-045 (F) estão 
apresentadas em duas posições diferentes, ressaltando os resíduos que constituem o sítio, 
além das interações com as aril sulfonamidas. Para cada dímero, um dos monômeros está 
representado em cinza. As ligações de hidrogênio estão representadas por linhas tracejadas.    
 
Com relação ao SAR obtido para a classe ATR3 (Figura 3.11), fica evidente 
que a presença do nitrogênio a duas ligações da N-sulfonamida aumenta a afinidade 
dos compostos por causa da ligação de hidrogênio com a R55, que também pode 
interagir com o grupo ácido nesta mesma posição. No caso dos heterociclos de 5 
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membros, um segundo átomo a 3 ligações da sulfonamida que possua um par de 
elétrons desemparelhados pode realizar ligação de hidrogênio com a Q59, como é o 
caso de tiadiazol (ATR3-012) e isoxazol (ATR3-025 e ATR3-031). O aumento de 
potência com a adição de halogênios na posição R3 pode ser explicada pela ligação 
de halogênio com a S75. A intensidade deste tipo de ligação segue a ordem I > Br > 
Cl, com o flúor tendo pouca ou nenhuma contribuição93,94.  Esta ordem é a mesma 
vista na potência dos compostos ATR3-028 (Br), ATR3-030 (Cl) e ATR3-043 (F). 
Assim, é esperado que um iodo nesta posição aumente ainda mais a potência destes 
compostos.    
Analisando as vizinhanças da cavidade ocupada pelas ATR3s, é possível 
observar que há três extensões na cavidade que podem ser exploradas na síntese de 
novos análogos. A primeira é uma cavidade que liga as duas moléculas de inibidores, 
formando um canal na interface do dímero (Figura 3.21-A). Esta cavidade está na 
direção da posição R8 para anéis de 6 membros e no caso de anéis de 5 membros, 
está há 2 ligações da N-sulfonamida, como o grupo alquila na ATR3-012. A segunda 
cavidade (cavidade 2) é uma extensão do sítio ocupado pelo anel benzênico ligado a 
S-sulfonamida (Figura 3.21-B). A cavidade aceita substituintes em R3 e R4, além da 
fusão com outro anel, como é o caso da ATR3-007 (Figura 3.11). Além disso, há uma 
extensão na direção de R4, delimitada por um loop (resíduos 117-120) e a hélice α3, 
que conecta o sítio de inibição ao solvente. Talvez este seja o canal de entrada dos 
inibidores, sendo que o loop poderia oferecer a flexibilidade necessária para a entrada 
dos compostos. Nesta extensão também deve ser onde substituintes longos em R4 
se posicionam, como exemplo o ATR3-021 (Figura 3.11). Estas hipóteses devem ser 
confirmadas em estudos posteriores. Uma terceira extensão é na posição R9 do anel, 
quando a Q59 se encontra na conformação descrita para o complexo com a ATR3-
006 e ATR3-009, criando um canal também ao solvente (Figura 3.21-C). Observa-se 
que a região mais externa dessa cavidade (cavidade 3) é negativa, ao contrário da 
cavidade 2, que é positiva. Assim, considerando a aproximação do ligante com a 
proteína, é mais provável que este entre pela cavidade 2, dado o caráter negativo do 
grupo sulfonamida. 
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Figura 3.21: Cavidades próximas ao sítio de inibição. Em A, complexo da TcΔMEc com 
ATR3-012, indicando um túnel entre as duas cópias do inibidor. Em B, outra posição 
da estrutura com ATR3-012, indicando um canal que liga o sítio ao solvente. Em C, 
complexo com a ATR3-006, indicando outro canal para o solvente. A superfície 
representa o mapa de potencial eletrostático da proteína, com as regiões negativas, 
positivas e neutras representadas por vermelho, azul e branco, respectivamente. O 
mapa é qualitativo e foi calculado pelo programa PyMOL, considerando a proteína em 
vácuo.  
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A estrutura dos complexos não apresenta grandes mudanças conformacionais 
com a forma apo, tendo um RMSD de distância para a proteína inteira de 0,89, 0,80, 
0,95, 0,83, 0,87 e 0,92 Å para as estruturas com os complexos de ATR3-006, 008, 
008, 012, 017 e 045 respectivamente, calculado utilizando o programa SUPERPOSE. 
A única mudança considerável na cadeia principal acontece com o hairpin 151-161, 
que nos complexos estão na conformação A, encontrada para TcMEm, HsME1 e 
HsME2 (Figura 3.18-B). Considerando que esta é a conformação encontrada quando 
sítio ativo está fechado e ocupado, provavelmente a inibição das ATR3 não está 
envolvida com essa mudança conformacional.  
Comparando a estrutura dos complexos com a TcMEm e as enzimas humanas, 
observa-se que a principal diferença estrutural é que a F116 está situada ao final de 
uma pequena hélice onde nas outras estruturas se encontra um loop que conecta o 
domínio A ao B (Figura 3.22-A). Este loop na TcMEm não apresenta uma densidade 
suficiente para a modelagem, sendo excluído do modelo. A F116 não é conservada 
com as outras ME estudadas, sendo substituído por uma metionina na TcMEm e uma 
arginina nas HsMEs. Dos resíduos que coordenam o grupo sulfonamida, a Q52, R55 
e N80 são conservadas entre as MEs, enquanto a T26 é substituída por uma serina 
na TcMEm, por mentionina na HsME2 e HsME3 e por leucina para HsME1 (Figura 
3.22-B). Considerando que a F116 é um dos principais resíduos que coordenam os 
dois anéis das ATR3, além de dar forma ao sítio, a sua ausência nas outras enzimas 
deve ser a principal causa para a falta de inibição dos compostos em relação a TcMEc.  
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Figura 3.22: Comparação do sítio de inibição entre TcMEs e HsMEs. A: Duas posições 
diferentes do sítio de inibição das ATR3, com as estruturas sobrepostas pela hélice α8. À 
esquerda, fenilalanina 116 da TcΔMEc está na hélice α9, ausente nas estruturas da TcMEm 
e HsME1-2. À direita, resíduos que coordenam o grupamento sulfonamida. Os resíduos 
nomeados são referentes à TcMEc. B: Alinhamento múltiplo das sequências das TcMEs e 
HsMEs. Em azul, resíduos que constituem o sítio de inibição das ATR3s. 
 
Avaliando a superfície de potencial das cavidades, observa-se que a HsME1 
(aberta) apresenta uma cavidade pequena na região ocupada pelo anel ligado ao 
nitrogênio da sulfonamida, não havendo espaço para o segundo anel (Figura 3.23-B). 
O volume desta cavidade, calculado pelo programa KVFinder, possui 141,7 Å3. Uma 
N-fenilbenzenosulfonamida na conformação encontrada nos complexos possui um 
volume aproximado de 197 Å3 (volume de van de Waals, calculado pelo programa 
MarvinSketch), enquanto a média das 6 ATR3s que tiveram a estrutura determinada 
é de 260 Å3. No caso da HsME2, a conformação aberta apresenta uma cavidade com 
volume compatível com uma aril sulfonamida, ainda que com um formato diferente do 
encontrado na TcMEc (Figura 3.23-C). O volume estimado desta cavidade é de 427,3 
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Å3. Vale lembrar que para esta isoforma foram encontrados 22 ATR3 com atividade 
inibitória entre 5,7 – 77 µM, que devem se ligar a esta cavidade estabelecendo outras 
interações que compensem a falta da F166 e T26. Ao analisar a HsME2 fechada, a 
cavidade diminui significativamente para 261,4 Å3, se apresentando em uma forma 
mais próxima da HsME1 aberta (Figura 3.23-D). Com relação a TcMEm, como o loop 
que fecha o sítio não está presente no modelo, não foi possível fazer esta 
comparação. Utilizando os mesmos parâmetros utilizados para o cálculo das HsMEs 
na TcΔMEc, não considerando as extensões da cavidade principal (excluindo as 
cavidades apresentadas na Figura 3.21), esta cavidade tem 455 e 413 Å3 na estrutura 
apo e no complexo ATR3-006, respectivamente.   
 
Figura 3.23: Cavidade do sítio de inibição das ATR3 na enzimas humanas. Superfície do 
potencial eletrostático do sítio de inibição das ATR3 na TcΔMEc (A), HsME1 (B), HsME2 
aberta (C), HsME2 fechada (D). A superfície representa o mapa de potencial eletrostático 
qualitativo, com as regiões negativas, positivas e neutras representadas por vermelho, azul e 
branco, respectivamente. As proteínas foram alinhadas pelo domínio A da cadeia A dos 
dímeiros. TcΔMEc + ATR3-006, HsME1, HsME2 “aberta” (HsME2 + NAD+, PDB: 1QR6) e 
HsME2 “fechada” (HsME2 + piruvato + Mn2+, fumarato, PDB: 1PJ3) estão representadas em 
amarelo, azul, magenta e cinza, respectivamente.  
 
A partir da sobreposição das estruturas também se observa que o sítio das aril 
sulfonamidas se sobrepõe com o sítio alostérico da HsME2, o qual se liga fumarato, 
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ativador da enzima assim como o aspartato para a TcMEc (Figura 3.24-A). As 
argininas 67 e 91 são os principais resíduos que coordenam o fumarato na HsME248. 
Destas, somente a R67 é conservada na TcMEc (R55), enquanto a R91 é substituída 
pela T79. Desta forma, provavelmente as ATR3s se ligam no sítio do aspartato, o qual 
deve ser coordenado pela R55. Apesar das condições de cristalização possuírem 
aspartato, além de tentativas de soaking, não foi obtido nenhuma estrutura com este 
ligante. Ademais, não há na literatura estudos que indiquem o sítio de ativação do 
aspartato na TcMEc. 
 
Figura 3.24: Sobreposição do sítio de inibição das ATR3 na TcΔMEc com o sítio de 
fumarato na HsME2. A: Sítio de ativação de fumarato na HsME2 alinhado ao sítio de inibição 
das ATR3. B: Comparação do sítio do fumarato na estrutura aberta e fechada da HsME2. 
TcΔMEc + ATR3-006, HsME2 “aberta” (HsME2 + NAD+, PDB: 1QR6) e HsME2 “fechada” 
(HsME2 + piruvato + Mn2+, fumarato, PDB: 1PJ3) estão representadas em amarelo, magenta 
e cinza, respectivamente. As proteínas foram alinhadas pelas hélices α4 e α5 da cadeia A. 
 Comparando as estruturas da HsME2 aberta (1QR6: HsME2 + NAD+) com a 
fechada (1PJ3: HsME2 + NAD+ + piruvato + Mn2+ + fumarato), se observa que o sítio 
do fumarato é obstruído pela F68 na conformação aberta, além da R91 estar em outra 
conformação (Figura 3.24-B). Já na estrutura fechada, estes resíduos mudam de 
conformação, possibilitando a ligação do fumarato48. Além da mudança destes 
resíduos e do fechamento do sítio ativo (domínios B e C, figura 3.18-A), as estruturas 
fechadas tem uma organização diferente dos monômeros na formação do dímero 
(Figura 3.25), e tetrâmero.  
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Figura 3.25: Interface do dímero na forma aberta e fechada da HsME2 e na forma aberta 
das TcMEs. A: Interface do dímero da forma aberta e fechada da HsME2, evidenciando a 
mudança na organização do dímero com o fechamento da proteína. B: Comparação do 
dímero da TcΔMEc e TcMEm em comparação com a forma aberta da HsME2. TcΔMEc + 
ATR3-006, TcMEm, HsME2 “aberta” (HsME2 + NAD+, PDB: 1QR6) e HsME2 “fechada” 
(HsME2 + piruvato + Mn2+, fumarato, PDB: 1PJ3) estão representadas em amarelo, azul, 
magenta e cinza, respectivamente. A cadeia B das proteínas estão ilustradas em tons mais 
claros que a cadeia A. As proteínas foram alinhadas pelas hélices α4 e α5 da cadeia A.  
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 Assim, acredita-se que a ativação por fumarato se dá pela reorganização da 
estrutura quaternária da proteína, estabilizando o dímero na sua forma ativa48,63. 
Chang G e Tong L63 propuseram um modelo para explicar a cooperatividade com 
relação ao malato e a ativação pelo fumarato baseado nestas diferenças. Neste 
modelo, a HsME2 possui 4 estados: aberta I, aberta II, fechada I e fechada II. A 
diferença entre aberta e fechada seria relacionado ao movimento do domínio C para 
o fechamento do sítio ativo, enquanto I e II seria a mudança na interface do dímero 
devido a mudanças no domínio A e D. A forma I seria a conformação do dímero na 
ausência de fumarato (PDB: 1QR6) e II, a conformação do dímeiro encontrada nas 
estruturas em que tanto o sítio ativo quanto o sítio de ativação estão ocupados. Há 
uma estrutura da HsME2 em complexo com íon Lu3+, inibidor competitivo em relação 
ao Mn2+, em que a proteína estaria na conformação aberta II, ou seja, ela está com o 
sítio ativo aberto, porém os dímeros estão organizados da mesma forma que a forma 
fechada com sítio ativo e alostérico ocupados95. Não há evidências da conformação 
fechada I, a qual os autores propõem ser transiente. Assim, neste modelo, a forma 
mais ativa da enzima seria a fechada II, a qual seria estabilizada por fumarato. Este 
modelo se baseia somente em dados cristalográficos, não havendo confirmação 
utilizando ensaios estruturais em solução. A HsME1, a qual não é ativada por 
fumarato, na sua estrutura aberta possui uma organização do dímero mais próxima 
da estrutura fechada da HsME2, ou seja, ela estaria na conformação aberta II, 
corroborando que a ativação do fumarato está ligada à disposição do dímero96. Como 
não há estruturas das TcMEs na conformação fechada, é difícil avaliar se a interface 
do dímero está mais próxima da forma I ou II, pois nas estruturas abertas, a 
organização do dímero apresenta diferenças entre as formas encontradas na HsME2, 
a qual possui estruturas nos dois estados (Figura 3.25-A). Mesmo entre a TcMEm e a 
TcΔMEc não há conservação com relação a organização do dímero (Figura 3.25-B). 
Considerando o mecanismo de ativação alostérica da HsME2 por fumarato, 
pode-se formular a hipótese que as ATR3s inibem a TcMEc por estabilizar a forma I 
da enzima, não permitindo a reorganização dos dímeros, que provavelmente ocorre 
com a ligação do aspartato e substratos (Figura 3.26).  
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Figura 3.26: Mecanismo de ativação por aspartato e inibição pelas ATR3 da TcMEc. 
Cada monômero da TcMEc está representado em cinza claro e escuro, respectivamente. 
Aberta e fechada se referem às conformações do sítio ativo, enquanto I e II se referem à 
conformação da interface do dímero.  
 
Provavelmente o sítio das sulfonamidas só existe quando a proteína está na 
conformação I, enquanto o sítio do aspartato, na conformação II. Observa-se que a 
forma fechada II da HsME2 possui uma cavidade menor na interface do dímero (Figura 
3.23-C-D), indicando que, caso ocorra o mesmo com a TcMEc, as ATR3 impediriam 
esta mudança conformacional. Outros dados corroboram com esta hipótese, tais 
como: o fato de não haver grandes mudanças conformacionais com a ligação dos 
inibidores em relação à estrutura sem ligante, a obtenção dos complexos através de 
soaking e de não se ter obtido a estrutura com o aspartato nesta condição de 
cristalização. Provavelmente só serão obtidas estruturas com aspartato com a 
proteína na conformação fechada, principalmente com o sítio ativo ocupado, como no 
caso das estruturas da HsME2 com fumarato. Estas estruturas devem cristalizar em 
outras condições, considerando que as mudanças conformacionais quebram os 
contatos cristalinos encontrados na forma aberta. Até o momento, não se obteve estes 
complexos, mas estas estruturas, além de outros ensaios biofísicos, podem trazer 
importantes informações para o entendimento do mecanismo de inibição pelas ATR3.    
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4. Conclusões e Perspectivas 
 
 Neste trabalho foi apresentada a busca de inibidores para as duas isoformas 
de TcME de T. cruzi através de um ensaio de HTS com uma coleção de 
aproximadamente trinta mil compostos. No total, foi determinado o valor de IC50 de um 
conjunto de 262 moléculas para as TcMEs e HsMEs. Os inibidores pertencem a seis 
diferentes classes químicas, com valores de IC50 na faixa de 0,5 a 71 µM para TcMEm 
e 3 nM – 64 µM para TcMEc. É notável o maior número de inibidores para a isoforma 
citosólica, em especial o grupo ATR3, com compostos com IC50 em nanomolar e 
altamente específicos para esta isoforma. Além dos ensaios cinéticos, os inibidores 
identificados foram testados em cultura de T. cruzi, tanto na forma epimastigota, 
quanto amastigota, além de cultura de célula de mamífero. Estes ensaios revelaram 
moléculas com atividade tripanocida, inclusive para a forma intracelular do parasita. 
Por fim, foram determinadas as estruturas cristalográficas das TcMEs, tanto na forma 
apo, como complexos entre a TcMEc e inibidores ATR3.   
A variedade dos compostos identificados na campanha de HTS demonstra que 
ambas TcMEs são druggable. Esta é uma propriedade essencial a um alvo válido para 
o desenvolvimento racional de fármaco, sendo este o primeiro trabalho a avaliar este 
aspecto. O fato de inibidores seletivos para cada isoforma apresentarem atividade 
tripanocida, inclusive na fase amastigota, sugere que ambas isoformas podem ser 
essenciais ao parasita. Porém, mais estudos devem ser realizados para avaliar se o 
efeito tripanocida observado está relacionado à inibição da enzima málica ou se há a 
contribuição de outros fatores, como inibição de outros alvos.  Uma vez comprovada 
a correlação entre a inibição da atividade das TcMEs e o efeito tóxico ao parasita, 
estas enzimas poderão ser consideradas validadas. Assim, os compostos aqui 
caracterizados comprovam a druggability das enzimas e poderão ser utilizados no 
processo de validação dos alvos. 
Neste trabalho também são apresentadas as primeiras estruturas da ME de 
tripanossomatídeos, estando ambas na conformação aberta. Diferenças no C-
terminal, em especial para TcMEm, explicam a ausência de tetrâmeros para estas 
enzimas, encontrados nas isoformas de humano. Além disto, foi identificado o sítio de 
inibição das ATR3, estando este enterrado na interface do dímero. A porção do sítio 
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em que se liga o anel ligado ao nitrogênio da sulfonamida se sobrepõe ao sítio de 
ativação do fumarato na HsME2. Assim, provavelmente este é o sítio de ativação do 
aspartato, sendo que neste caso, as ATR3 competem com o ativador. A ligação dos 
inibidores não ocasiona grandes mudanças conformacionais na cadeia principal da 
proteína, levando à hipótese que a inibição ocorre pela estabilização da conformação 
aberta da enzima, impedindo mudanças na estrutura quaternária necessárias para 
que a reação aconteça de forma eficiente.  
A descoberta e caracterização deste sítio permite o desenho racional de novos 
inibidores, indicando posições nas moléculas que podem ser modificadas para 
melhorar parâmetros diversos, como propriedades farmacocinéticas, sem alterar a 
potência dos compostos. Ademais, estes complexos podem ser utilizados para o 
melhor entendimento das mudanças estruturais que afetam o mecanismo de reação 
das TcMEs. Por último, conhecendo o sítio de inibição é possível inserir mutações na 
tentativa de gerar um mutante insensível à inibição das ATR3s, mas que continua 
sendo ativado por aspartato. A expressão de tal mutante no parasita pode ser usada 
para avaliar se o efeito tripanocida observado para algumas moléculas desta classe é 
devido à inibição da TcMEc. Neste caso, o parasita se tornaria resistente aos 
inibidores, validando assim, a TcMEc como um alvo metabólico.  
Este trabalho coloca à disposição diferentes classes de inibidores para as 
TcMEs, com potência, seletividade e atividade tripanocida contra a forma amastigota 
do parasita. Adicionalmente, apresenta a estrutura cristalográficas de ambas 
isoformas e descreve um sítio de inibição alostérico específico para a TcMEc. 
Buscando na literatura por alvos que possuem estas mesmas características 
(proteínas com inibidores na ordem de nanomolar, estrutura cristalográfica do 
complexo da proteína de T. cruzi com ligante, e compostos com atividade tripanocida 
contra a forma intracelular do parasita), encontram-se somente cinco outras proteínas: 
CYP5111, cruzaína97, esqualeno sintase98, farnesil difosfato sintase99,100 e diidrofolato 
redutase101. Assim, as TcMEs, em especial a TcMEc, estão em uma posição de 
destaque entre os alvos estudados para Doença de Chagas, o que incentiva mais 
estudos com estas enzimas.  
103 
 
 
5. Referências 
 
1. World Health Organization. Available at: 
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/. (Accessed: 28th June 
2017) 
2. Almeida-de-Faria, M., Freymuller, E., Colli, W. & Alves, M. J. Trypanosoma cruzi: 
characterization of an intracellular epimastigote-like form. Exp. Parasitol. 92, 
263–274 (1999). 
3. Rassi, A. & Marin-Neto, J. A. Chagas disease. Lancet 375, 1388–402 (2010). 
4. Pereira, K. S. et al. Chagas’ disease as a foodborne illness. J. Food Prot. 72, 
441–446 (2009). 
5. Machado, F. S. et al. Current understanding of immunity to Trypanosoma cruzi 
infection and pathogenesis of Chagas disease. Semin. Immunopathol. 34, 753–
70 (2012). 
6. Rassi, A., Marin, J. A., Rassi, A., Neto & Rassi, A. Chronic Chagas 
cardiomyopathy: a review of the main pathogenic mechanisms and the efficacy 
of aetiological treatment following the BENznidazole Evaluation for Interrupting 
Trypanosomiasis (BENEFIT) trial. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 112, 224–235 
(2017). 
7. Hasslocher-Moreno, A. M. et al. Safety of benznidazole use in the treatment of 
chronic Chagas’ disease. J. Antimicrob. Chemother. 67, 1261–1266 (2012). 
8. Molina, I. et al. Randomized Trial of Posaconazole and Benznidazole for Chronic 
Chagas’ Disease. N. Engl. J. Med. 370, 1899–908 (2014). 
9. Filardi, L. S. & Brener, Z. Susceptibility and natural resistance of Trypanosoma 
cruzi strains to drugs used clinically in Chagas disease. Trans. R. Soc. Trop. 
Med. Hyg. 81, 755–759 (1987). 
10. Bern, C. Chagas’ Disease. N. Engl. J. Med. 373, 456–466 (2015). 
11. Hoekstra, W. J. et al. Clinical candidate VT-1161’s antiparasitic effect in vitro, 
104 
 
 
activity in a murine model of Chagas disease, and structural characterization in 
complex with the target enzyme CYP51 from Trypanosoma cruzi. Antimicrob. 
Agents Chemother. 60, 1058–1066 (2016). 
12. Doyle, P. S., Zhou, Y. M., Engel, J. C. & McKerrow, J. H. A cysteine protease 
inhibitor cures Chagas’ disease in an immunodeficient-mouse model of infection. 
Antimicrob. Agents Chemother. 51, 3932–3939 (2007). 
13. Martinez-Mayorga, K., Byler, K. G., Ramirez-Hernandez, A. I. & Terrazas-
Alvares, D. E. Cruzain inhibitors: efforts made, current leads and a structural 
outlook of new hits. Drug Discov. Today 20, 890–898 (2015). 
14. Hunter, W. N. Structure-based ligand design and the promise held for 
antiprotozoan drug discovery. J. Biol. Chem. 284, 11749–53 (2009). 
15. Hughes, J. P., Rees, S. S., Kalindjian, S. B. & Philpott, K. L. Principles of early 
drug discovery. Br. J. Pharmacol. 162, 1239–1249 (2011). 
16. Mayr, L. M. & Bojanic, D. Novel trends in high-throughput screening. Curr. Opin. 
Pharmacol. 9, 580–8 (2009). 
17. Vincent, A., Daniel, K. & Moses, K. RNA interference : a pathway to drug target 
identification and validation in trypanosome. 2, 66–73 (2008). 
18. Lander, N., Li, Z.-H., Niyogi, S. & Docampo, R. CRISPR / Cas9-Induced 
Disruption of Paraflagellar Rod Protein 1 and 2 Genes in Trypanosoma cruzi 
Reveals Their Role in Flagellar. MBio 6, 1–12 (2015). 
19. Kurup, S. P., Yao, P. Y., Minning, T. A. & Tarleton, R. L. CRISPR-Cas9-Mediated 
Single-Gene and Gene Family Disruption in Trypanosoma cruzi. MBio 6, 1–11 
(2015). 
20. Frye, S. V. The art of the chemical probe. Nat. Chem. Biol. 6, 159–161 (2010). 
21. Wyatt, P. G., Gilbert, I. H., Read, K. D. & Fairlamb, A. H. Target validation: linking 
target and chemical properties to desired product profile. Curr. Top. Med. Chem. 
11, 1275–83 (2011). 
22. Crowther, G. J. et al. Cofactor-Independent Phosphoglycerate Mutase from 
Nematodes Has Limited Druggability, as Revealed by Two High-Throughput 
105 
 
 
Screens. PLoS Negl. Trop. Dis. 8, 34 (2014). 
23. Roberts, A. J., Torrie, L. S., Wyllie, S. & Fairlamb, A. H. Biochemical and genetic 
characterization of Trypanosoma cruzi N -myristoyltransferase. Biochem. J. 459, 
323–332 (2014). 
24. Frearson, J. A. et al. N-myristoyltransferase inhibitors as new leads to treat 
sleeping sickness. Nature 464, 728–732 (2010). 
25. Herrera, L. J. et al. Validation of N-myristoyltransferase as Potential 
Chemotherapeutic Target in Mammal-Dwelling Stages of Trypanosoma cruzi. 
PLoS Negl. Trop. Dis. 10, 1–20 (2016). 
26. Krauth-Siegel, R. L. & Comini, M. A. Redox control in trypanosomatids, parasitic 
protozoa with trypanothione-based thiol metabolism. Biochim. Biophys. Acta 
1780, 1236–48 (2008). 
27. Dormeyer, M., Reckenfelderbäumer, N., Ludemann, H. & Krauth-Siegel, R. L. 
Trypanothione-dependent synthesis of deoxyribonucleotides by Trypanosoma 
brucei ribonucleotide reductase. J. Biol. Chem. 276, 10602–6 (2001). 
28. Igoillo-Esteve, M., Maugeri, D., Stern, A. L., Beluardi, P. & Cazzulo, J. J. The 
pentose phosphate pathway in Trypanosoma cruzi: a potential target for the 
chemotherapy of Chagas disease. An. Acad. Bras. Cienc. 79, 649–63 (2007). 
29. Leroux, A. E., Maugeri, D. a, Cazzulo, J. J. & Nowicki, C. Functional 
characterization of NADP-dependent isocitrate dehydrogenase isozymes from 
Trypanosoma cruzi. Mol. Biochem. Parasitol. 177, 61–4 (2011). 
30. Leroux, A. E., Maugeri, D. a, Opperdoes, F. R., Cazzulo, J. J. & Nowicki, C. 
Comparative studies on the biochemical properties of the malic enzymes from 
Trypanosoma cruzi and Trypanosoma brucei. FEMS Microbiol. Lett. 314, 25–33 
(2011). 
31. Juan, S. M., Segura, E. L. & Cazzulo, J. J. Purification and some properties of 
the NADP-linked glutamate dehydrogenase from Trypanosoma cruzi. Int. J. 
Biochem. 9, 395–400 (1978). 
32. Tielens, A. G. M. & van Hellemond, J. J. Surprising variety in energy metabolism 
within Trypanosomatidae. Trends Parasitol. 25, 482–90 (2009). 
106 
 
 
33. Silva Paes, L., Suarez Mantilla, B., Julia Barison, M., Wrenger, C. & Mariano 
Silber, A. The Uniqueness of the Trypanosoma cruzi Mitochondrion: 
Opportunities to Target New Drugs Against Chagas’ Disease. Curr. Pharm. Des. 
17, 2074–2099 (2011). 
34. Silber, A. M. et al. Glucose uptake in the mammalian stages of Trypanosoma 
cruzi. Mol. Biochem. Parasitol. 168, 102–8 (2009). 
35. Alvarez, V. E. et al. Autophagy Is Involved in Nutritional Stress Response and 
Differentiation in Trypanosoma cruzi. Autophagy 4, 361–363 (2008). 
36. Barison, M. J. et al. Metabolomic profiling reveals a finely tuned, starvation-
induced metabolic switch in Trypanosoma cruzi epimastigotes. J. Biol. Chem. 
292, 8964–8977 (2017). 
37. Cordeiro, A. T., Thiemann, O. H. & Michels, P. a M. Inhibition of Trypanosoma 
brucei glucose-6-phosphate dehydrogenase by human steroids and their effects 
on the viability of cultured parasites. Bioorg. Med. Chem. 17, 2483–9 (2009). 
38. Cordeiro, A. T. & Thiemann, O. H. 16-bromoepiandrosterone, an activator of the 
mammalian immune system, inhibits glucose 6-phosphate dehydrogenase from 
Trypanosoma cruzi and is toxic to these parasites grown in culture. Bioorg. Med. 
Chem. 18, 4762–8 (2010). 
39. Allmann, S. et al. Cytosolic NADPH homeostasis in glucose-starved procyclic 
Trypanosoma brucei relies on malic enzyme and the pentose phosphate 
pathway fed by gluconeogenic flux. J. Biol. Chem. 288, 18494–505 (2013). 
40. Bringaud, F., Barrett, M. P. & Zilberstein, D. Multiple roles of proline transport 
and metabolism in trypanosomatids. Front. Biosci. (Landmark Ed. 17, 349–374 
(2012). 
41. Cannata, J. J., Frasch,  a C., Cataldi de Flombaum, M. a, Segura, E. L. & 
Cazzulo, J. J. Two forms of ‘malic’ enzyme with different regulatory properties in 
Trypanosoma cruzi. Biochem. J. 184, 409–19 (1979). 
42. Bringaud, F., Ebikeme, C. & Boshart, M. Acetate and succinate production in 
amoebae, helminths, diplomonads, trichomonads and trypanosomatids: 
common and diverse metabolic strategies used by parasitic lower eukaryotes. 
107 
 
 
Parasitology 137, 1315–1331 (2010). 
43. Rivière, L. et al. Acetyl:succinate CoA-transferase in procyclic Trypanosoma 
brucei. Gene identification and role in carbohydrate metabolism. J. Biol. Chem. 
279, 45337–45346 (2004). 
44. Van Hellemond, J. J., Opperdoes, F. R. & Tielens, A. G. M. Trypanosomatidae 
produce acetate via a mitochondrial acetate:succinate CoA transferase. Proc. 
Natl. Acad. Sci. 95, 3036–3041 (1998). 
45. Chang, G. G. et al. Purification and characterization of the cytosolic NADP+-
dependent malic enzyme from human breast cancer cell line. Eur. J. Biochem. 
202, 681–688 (1991). 
46. Loeber, G., Maurer-Fogy, I. & Schwendenwein, R. Purification, cDNA cloning 
and heterologous expression of the human mitochondrial NADP+-dependent 
malic enzyme. Biochem J 304, 687–692 (1994). 
47. Loebers, G., Anthony, A., Maurer-fogy, I., Krystek, E. & Dworkin, M. B. Human 
NAD+-dependent Mitochondrial Malic Enzyme. J. Biol. Chem. 266, 3016–3021 
(1991). 
48. Yang, Z., Lanks, C. W. & Tong, L. Molecular mechanism for the regulation of 
human mitochondrial NAD(P)+-dependent malic enzyme by ATP and fumarate. 
Structure 10, 951–60 (2002). 
49. Al-Dwairi, A. et al. Enhanced gastrointestinal expression of cytosolic malic 
enzyme (ME1) induces intestinal and liver lipogenic gene expression and 
intestinal cell proliferation in mice. PLoS One 9, (2014). 
50. Jiang, P., Du, W., Mancuso, A., Wellen, K. E. & Yang, X. Reciprocal regulation 
of p53 and malic enzymes modulates metabolism and senescence. Nature 493, 
689–93 (2013). 
51. Yang, L., Venneti, S. & Nagrath, D. Glutaminolysis: A Hallmark of Cancer 
Metabolism. Annu. Rev. Biomed. Eng. 19, annurev-bioeng-071516-044546 
(2017). 
52. Murai, S. et al. Inhibition of malic enzyme 1 disrupts cellular metabolism and 
leads to vulnerability in cancer cells in glucose-restricted conditions. 
108 
 
 
Oncogenesis 6, e329 (2017). 
53. Wen, D. et al. Malic enzyme 1 induces epithelial-mesenchymal transition and 
indicates poor prognosis in hepatocellular carcinoma. Tumour Biol. 36, 6211–21 
(2015). 
54. Chakrabarti, G. Mutant KRAS associated malic enzyme 1 expression is a 
predictive marker for radiation therapy response in non-small cell lung cancer. 
Radiat. Oncol. 10, 145–152 (2015). 
55. Ren, J.-G., Seth, P., Everett, P., Clish, C. B. & Sukhatme, V. P. Induction of 
erythroid differentiation in human erythroleukemia cells by depletion of malic 
enzyme 2. PLoS One 5, (2010). 
56. Chang, Y.-L. et al. Human mitochondrial NAD(P)+-dependent malic enzyme 
participates in cutaneous melanoma progression and invasion. J. Invest. 
Dermatol. 135, 807–15 (2015). 
57. Ren, J.-G. et al. Knockdown of malic enzyme 2 suppresses lung tumor growth, 
induces differentiation and impacts PI3K/AKT signaling. Sci. Rep. 4, 5414 
(2014). 
58. Zhang, Y. J., Wang, Z., Sprous, D. & Nabioullin, R. In silico design and synthesis 
of piperazine-1-pyrrolidine-2,5-dione scaffold-based novel malic enzyme 
inhibitors. Bioorg. Med. Chem. Lett. 16, 525–8 (2006). 
59. Wen, Y. et al. Discovery of a novel inhibitor of NAD(P)+-dependent malic enzyme 
(ME2) by high-throughput screening. Acta Pharmacol. Sin. 35, 674–684 (2014). 
60. Hsieh, J.-Y. et al. A small-molecule inhibitor suppresses the tumor-associated 
mitochondrial NAD(P)+-dependent malic enzyme (ME2) and induces cellular 
senescence. Oncotarget 6, 20084–20098 (2015). 
61. Hsieh, J.-Y. & Hung, H.-C. Engineering of the cofactor specificities and isoform-
specific inhibition of malic enzyme. J. Biol. Chem. 284, 4536–44 (2009). 
62. Tao, X., Yang, Z. & Tong, L. Crystal Structures of Substrate Complexes of Malic 
Enzyme and Insights into the Catalytic Mechanism. Structure 11, 1141–1150 
(2003). 
109 
 
 
63. Chang, G. G. & Tong, L. Structure and Function of Malic Enzymes, A New Class 
of Oxidative Decarboxylases. Biochemistry 42, 12721–12733 (2003). 
64. Xu, Y., Bhargava, G., Wu, H., Loeber, G. & Tong, L. Crystal structure of human 
mitochondrial NAD(P)+-dependent malic enzyme: a new class of oxidative 
decarboxylases. Structure 7, R877--89 (1999). 
65. Studier, F. W. Protein production by auto-induction in high-density shaking 
cultures. Protein Expr. Purif. 41, 207–234 (2005). 
66. Zhang, J.-H. A Simple Statistical Parameter for Use in Evaluation and Validation 
of High Throughput Screening Assays. J. Biomol. Screen. 4, 67–73 (1999). 
67. Camargo, E. Growth and differentiation in Trypanosoma cruzi. I. Origin of 
metacyclic trypanosomes in liquid media. Rev Inst Med São Paulo 6, 93–100 
(1964). 
68. Taylor, M. C., Lewis, M. D., Francisco, A. F., Wilkinson, S. R. & Kelly, J. M. The 
Trypanosoma cruzi Vitamin C Dependent Peroxidase Confers Protection against 
Oxidative Stress but Is Not a Determinant of Virulence. PLoS Negl. Trop. Dis. 9, 
1–17 (2015). 
69. Bot, C. et al. Trypanocidal Activity of Aziridinyl Nitrobenzamide Prodrugs. 
Antimicrob. Agents Chemother. 54, 4246–4252 (2010). 
70. Sander, T., Freyss, J., Von Korff, M. & Rufener, C. DataWarrior: An open-source 
program for chemistry aware data visualization and analysis. J. Chem. Inf. 
Model. 55, 460–473 (2015). 
71. Kabsch, W. XDS. Acta Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. 66, 125–132 (2010). 
72. Evans, P. R. & Murshudov, G. N. How good are my data and what is the 
resolution? Acta Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. 69, 1204–1214 (2013). 
73. Vagin, A. & Teplyakov, A. Molecular replacement with MOLREP. Acta 
Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 66, 22–5 (2010). 
74. Murshudov, G. N. et al. REFMAC5 for the refinement of macromolecular crystal 
structures. Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 67, 355–67 (2011). 
75. Afonine, P. V. et al. Towards automated crystallographic structure refinement 
110 
 
 
with phenix.refine. Acta Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. 68, 352–367 
(2012). 
76. Emsley, P., Lohkamp, B., Scott, W. G. & Cowtan, K. Features and development 
of Coot. Acta Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. 66, 486–501 (2010). 
77. Maiti, R., Van Domselaar, G. H., Zhang, H. & Wishart, D. S. SuperPose: a simple 
server for sophisticated structural superposition. Nucleic Acids Res. 32, W590–
W594 (2004). 
78. Krissinel, E. & Henrick, K. Inference of Macromolecular Assemblies from 
Crystalline State. J. Mol. Biol. 372, 774–797 (2007). 
79. Sievers, F. et al. Fast, scalable generation of high-quality protein multiple 
sequence alignments using Clustal Omega. Mol. Syst. Biol. 7, 539–539 (2014). 
80. Robert, X. & Gouet, P. Deciphering key features in protein structures with the 
new ENDscript server. Nucleic Acids Res. 42, 320–324 (2014). 
81. Oliveira, S. H. et al. KVFinder: steered identification of protein cavities as a 
PyMOL plugin. BMC Bioinformatics 15, 197 (2014). 
82. Hsieh, J.-Y. et al. Structural characteristics of the nonallosteric human cytosolic 
malic enzyme. Biochim. Biophys. Acta 1844, 1773–83 (2014). 
83. Hsieh, J.-Y., Su, K.-L., Ho, P.-T. & Hung, H.-C. Long-range interaction between 
the enzyme active site and a distant allosteric site in the human mitochondrial 
NAD(P)+-dependent malic enzyme. Arch. Biochem. Biophys. 487, 19–27 (2009). 
84. Ranzani, A. T., Nowicki, C., Wilkinson, S. R. & Cordeiro, A. T. Identification of 
Specific Inhibitors of Trypanosoma cruzi Malic Enzyme Isoforms by Target-
Based HTS. SLAS Discov. Adv. Life Sci. R&D 247255521770664 (2017). 
doi:10.1177/2472555217706649 
85. Cavazzuti, A. et al. Discovery of potent pteridine reductase inhibitors to guide 
antiparasite drug development. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 105, 1448–1453 
(2008). 
86. Peña, I. et al. New compound sets identified from high throughput phenotypic 
screening against three kinetoplastid parasites: an open resource. Sci. Rep. 5, 
111 
 
 
8771 (2015). 
87. Mao, J. et al. Structure-activity relationships of compounds targeting 
Mycobacterium tuberculosis 1-deoxy-d-xylulose 5-phosphate synthase. 
Bioorganic Med. Chem. Lett. 18, 5320–5323 (2008). 
88. Bailey, A. M., Mahapatra, S., Brennan, P. J. & Crick, D. C. Identification, cloning, 
purification, and enzymatic characterization of Mycobacterium tuberculosis 1-
deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase. Glycobiology 12, 813–820 (2002). 
89. Cosentino, R. O. & Agüero, F. Genetic profiling of the isoprenoid and sterol 
biosynthesis pathway genes of Trypanosoma cruzi. PLoS One 9, (2014). 
90. Li, T. et al. High-throughput screening against thioredoxin glutathione reductase 
identifies novel inhibitors with potential therapeutic value for schistosomiasis. 
Infect. Dis. Poverty 4, 40 (2015). 
91. Yang, Z., Floyd, D. L., Loeber, G. & Tong, L. Structure of a closed form of human 
malic enzyme and implications for catalytic mechanism. Nat. Struct. Biol. 7, 251–
257 (2000). 
92. Hsieh, J.-Y., Chen, S.-H. & Hung, H.-C. Functional roles of the tetramer 
organization of malic enzyme. J. Biol. Chem. 284, 18096–105 (2009). 
93. Hardegger, L. A. et al. Systematic investigation of halogen bonding in protein-
ligand interactions. Angew. Chemie - Int. Ed. 50, 314–318 (2011). 
94. Cavallo, G. et al. The halogen bond. Chem. Rev. 116, 2478–2601 (2016). 
95. Yang, Z. et al. Potent and Competitive Inhibition of Malic Enzymes by Lanthanide 
Ions. Biochem. Biophys. Res. Commun. 274, 440–444 (2000). 
96. Hsieh, J. Y. et al. Structural characteristics of the nonallosteric human cytosolic 
malic enzyme. Biochim. Biophys. Acta - Proteins Proteomics 1844, 1773–1783 
(2014). 
97. Avelar, L. A. A. et al. Molecular design, synthesis and trypanocidal activity of 
dipeptidyl nitriles as cruzain inhibitors. PLoS Negl. Trop. Dis. 9, 1–24 (2015). 
98. Shang, N. et al. Squalene Synthase As a Target for Chagas Disease 
Therapeutics. PLoS Pathog. 10, (2014). 
112 
 
 
99. Aripirala, S. et al. Design, Synthesis, Calorimetry, and Crystallographic Analysis 
of 2- Alkylaminoethyl-1,1-bisphosphonates as Inhibitors of Trypanosoma cruzi 
Farnesyl Diphosphate Synthase. J Med Chem 55, 6445–6454 (2012). 
100. Recher, M. et al. Design, synthesis and biological evaluation of sulfur-containing 
1,1-bisphosphonic acids as antiparasitic agents. Eur. J. Med. Chem. 60, 431–
440 (2013). 
101. Schormann, N. et al. Synthesis and characterization of potent inhibitors of 
Trypanosoma cruzi dihydrofolate reductase. Bioorg. Med. Chem. 18, 4056–4066 
(2010). 
  
113 
 
 
6. Apêndices 
 
1: Fundamentos teóricos das técnicas utilizadas nesta tese.....................................114 
2: Estrutura, IC50 e EC50 dos inibidores identificados por HTS..................................146 
 
114 
 
Apêndice 1: Fundamentos teóricos 
 
A1.1 Expressão heteróloga em bactéria 
Os ensaios bioquímicos e biofísicos, em especial a cristalização de proteínas, 
requerem grande quantidade (na ordem de miligramas) de proteína pura e 
homogênea. A extração e purificação das proteínas diretamente do organismo (no 
caso, o parasita Trypanosoma cruzi) não é apropriado, devido ao grande volume de 
cultura inicial a ser utilizado, além da necessidade de diferentes passos de purificação 
para obtenção da proteína pura. Atualmente, principalmente após a acesso à 
sequência do genoma do parasita, é preferível a produção heteróloga da proteína de 
interesse em bactéria. Vale comentar que outras células podem ser utilizadas, porém 
será dado foco somente na expressão heteróloga em bactéria, que foi a abordagem 
utilizada no presente trabalho(1). Este método tem como principais vantagens maior 
rendimento de proteína, uso de organismos de baixo nível de segurança (nível de 
biossegurança P1) com meios de cultura bem estabelecidos, maior facilidade na 
purificação, possibilidade de produzir diferentes construções da proteína, ou ainda, 
conter diferentes mutações. Como desvantagens, a proteína pode não se enovelar 
corretamente no ambiente celular bacteriano pela falta de moléculas (como co-fatores, 
ativadores alostéricos, chaperonas, entre outros) encontradas no organismo original, 
ou ainda, não sofrer modificações pós traducionais (como glicosilação e fosforilação) 
essenciais à sua atividade. Estes aspectos devem ser sempre considerados ao utilizar 
tal sistema, principalmente quando a proteína recombinante não apresenta a mesma 
atividade da proteína purificada do organismo. No caso das enzimas málicas de T. 
cruzi (TcMEs), esta avaliação já foi feita, mostrando que a atividade cinética da 
proteína recombinante é equivalente às enzimas purificadas do parasita(2).     
De forma geral, na expressão heteróloga em bactérias são utilizadas células 
contendo um plasmídeo que possui o gene de interesse sob controle de um  promotor 
induzível regulado. O uso de plasmídeos possibilita a adição de diferentes peptídeos 
e/ou proteínas fusionadas à proteína de interesse, com a finalidade de facilitar sua 
purificação, ou aumentar sua solubilidade, dentre outras possibilidades.  
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  Neste trabalho, os plasmídeos utilizados foram pET28a(+) e pET-28a-
_SUMO(3). Estes plasmídeos possuem gene de resistência a canamicina e uma 
região com promotor reconhecido pela T7 RNA polimerase, com múltiplos sítios de 
restrição que permitem a clonagem do gene de interesse. Além disso, é possível 
adicionar uma cauda de histidina à porção N-terminal da proteína (ou ainda à C-
terminal, dependendo de como é realizada a clonagem). Entre a cauda de histidina e 
a proteína de interesse, há um sítio de clivagem pela protease trombina, tornando 
possível a remoção da cauda com o uso desta protease. Deve-se atentar se a proteína 
de interesse não possui também um sítio de clivagem de trombina em sua sequência 
primária. No caso do pET28a_SUMO, trata-se de um pET28a modificado para 
adicionar ao N-terminal uma cauda de histidina seguido da proteína SUMO. O tag 
SUMO possui alta solubilidade e estabilidade, auxiliando na purificação da proteína 
de interesse. Além disso, a SUMO é reconhecida pela protease ULP-1, que pode ser 
utilizada para clivagem da cauda. 
A expressão do gene de interesse inserido nestes plasmídeos requer a enzima 
T7 RNA polimerase, cujo gene está presente nas cepas de E. coli com designação 
(DE3). O gene da polimerase está sob controle do promotor lacUV5, que se encontra 
reprimido pela proteína LacI. Assim, a ligação de alolactose (que é produzida na 
metabolização da lactose pela bactéria) ou IPTG (análogo de alolactose) na LacI gera 
uma mudança conformacional que ocasiona a indução da transcrição da T7 RNA 
polimerase. Esta, por sua vez, pode se ligar ao promotor T7 do plasmídeo e 
transcrever o gene de interesse. O promotor do plasmídeo (T7 lac) também é 
reprimido pelo repressor LacI, aumentando mais o controle de expressão, evitando 
“vazamentos” da transcrição. Deste modo, é possível induzir a expressão da proteína 
em estudo através da adição de IPTG ou lactose.  
No trabalho apresentado foi utilizado o meio auto indutor ZYM5052(4) . Este 
meio possui uma combinação de glicose (fonte de energia e previne a indução por 
lactose), glicerol (fonte de energia) e lactose (fonte de energia e indutora do lacUV5). 
Esta formulação permite o crescimento bacteriano sem que haja a indução da 
expressão, devido a presença de glicose. Quando atingida uma alta densidade de 
células, há uma depleção da glicose, permitindo a indução da expressão da proteína 
de interesse pela lactose no meio. Este meio de cultura apresenta a vantagem de não 
haver a necessidade de adicionar um indutor em uma determinada densidade da 
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cultura, além de se conseguir obter uma densidade final superior àquela quando se 
utiliza meio LB com indução de IPTG.    
A1.2 Purificação de proteína 
A1.2.1 Lise celular 
 A purificação da proteína se inicia com ruptura celular da bactéria, que neste 
trabalho foi realizado por lise enzimática acompanhado de sonicação, ou por disruptor 
celular.  
 No primeiro caso, a parede celular é rompida pela ação da lisozima, que 
hidrolisa ligações glicosídicas presentes no peptídeoglicano da parede celular. Em 
seguida, para aumentar a eficiência da lise, é feito a sonicação, na qual  a amostra é 
submetida a ondas sonoras de alta frequência que promovem a agitação das células, 
causando a ruptura celular. Outro efeito da sonicação é a fragmentação do DNA 
genômico, diminuindo a viscosidade da amostra e facilitando os passos seguintes de 
purificação. No caso do disruptor celular, as células são submetidas a uma alta 
pressão que ocasiona o rompimento da parede e membranas. 
 Após a ruptura celular, o extrato solúvel é separado dos precipitados por 
centrifugação e segue para as etapas seguintes de purificação.  
A1.2.2 Cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados        
As proteínas produzidas possuem 6 resíduos de histidinas em sua porção N-
terminal, que está codificado no plasmídeo. A presença desta cauda confere à 
proteína alta afinidade para ligação em resinas contendo íons metálicos imobilizados 
(mais utilizados são Co2+, Ni2+), pois as histidinas coordenam o íon metálico. Assim, a 
proteína de interesse fica retida na resina, separando dos contaminantes presentes 
no extrato solúvel. A eluição é feita com um doador de elétrons que compete com a 
proteína pela interação com o metal quelado, sendo comumente utilizado o imidazol. 
Um fator importante a se considerar nesta técnica é o pH do tampão utilizado, pois 
para que a histidina seja um doador de elétrons e tenha afinidade aos íons metálicos, 
esta precisa estar na forma desprotonada, ou seja, em pH acima de 6. Assim, é 
recomendável o uso de pH mais básico (7,5 – 8,0).  
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A1.2.3 Cromatografia de exclusão molecular  
 Este método é utilizado para fracionar as proteínas por tamanho, sendo 
possível não só aumentar a pureza da proteína, como também separar diferentes 
oligômeros diferentes da mesma (ex.: monômeros, dímeros, tetrâmeros), aumentando 
a homogeneidade da amostra. 
 Nesta cromatografia, a amostra é submetida a uma coluna preenchida com 
uma resina com poros de diferentes tamanhos. Quanto menor o volume da molécula, 
por mais poros elas consegue passar, assim percorrendo um caminho maior que as 
moléculas maiores. Deste modo, as moléculas eluem em ordem decrescente de 
tamanho. É possível também utilizar este método de forma analítica, para se ter uma 
estimativa da massa molecular da proteína ou complexo purificado, utilizando uma 
curva de calibração com proteínas de massa conhecida. Vale ressaltar que a 
separação das moléculas é feita pelo volume que estas ocupam em solução, logo, o 
formato das moléculas também influencia no volume de eluição, não somente a massa 
molecular.  
 
A1.3 Cinética enzimática 
  Os estudos cinéticos visam caracterizar a atividade de uma enzima, como a 
velocidade de reação, a dependência da atividade com a concentração de substratos, 
pH e temperatura, a inibição por diferentes compostos, entre outros. Esta revisão tem 
como referência os livros “Enzymes” de R. A. Copeland(5) e “Enzyme kinetics” de I. 
Segel(6). 
 Na maioria das vezes é feita a caracterização cinética em estado estacionário 
de reação. Neste caso, a concentração dos substratos está em excesso em relação a 
concentração da enzima. Com esta condição é possível considerar que a 
concentração do complexo enzima:substrato é constante ao longo tempo, 
simplificando as equações que descrevem a atividade enzimática. Quando esta 
condição não é obtida, se diz tratar de cinética em estado transiente. Neste trabalho 
foi realizado somente ensaios em estado estacionário de reação. 
 Considerando o caso mais simples de uma enzima de um substrato e um 
produto, em que a afinidade da enzima pelo substrato seja independente da 
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concentração do substrato, a atividade desta pode ser descrita pela equação de 
Michaelis-Menten (Eq. A1.1), relacionando a velocidade da enzima (v) com a 
concentração do substrato ([S]), a velocidade máxima (Vmax) e a constante 
Michaeliana (Km).  
𝑣 =  
Vmax. [S]
Km + [S]
  (A1.1) 
Esta equação descreve uma hipérbole. Assim, para concentrações baixas do 
substrato, a velocidade da enzima aumenta quase linearmente com a concentração 
do substrato. Porém, com o aumento da concentração, a velocidade deixa de crescer, 
tendendo a uma velocidade máxima. O Km é definido como a concentração do 
substrato na qual a velocidade da enzima é metade da Vmax. Em condições de estado 
estacionário, o valor de Km é independente da concentração da enzima ([E]), diferente 
da Vmax, que é linearmente dependente desta. Assim, a atividade enzimática máxima 
em condições de saturação do substrato é dado pela constante kcat, que nada mais é 
que Vmax/[E]. Esta constante indica o número de moléculas do produto que são 
formadas por unidade de tempo. A eficiência catalítica da enzima é definida como a 
divisão kcat/Km. Este é o parâmetro que geralmente é utilizado para comparar a 
eficiência da enzima em diferentes condições de ensaio, ou utilizando diferentes 
substrato. Ou ainda, quando quer se comprar enzimas diferentes que catalisam a 
mesma reação.   
 Para facilitar o ajuste dos dados à equação de Michaelis-Menten é comum a 
linearização da equação pela inversão de v. Neste caso, se ajusta uma reta ao gráfico 
de Lineweaver-Burk (também chamado de duplo recíproco), que relaciona 1/v por 
1/[S]. A equação neste caso fica na forma: 
1
𝑣
=  
1
Vmax
+  
K𝑚
V𝑚𝑎𝑥
.
1
[S]
   (A1.2) 
 A velocidade máxima pode então ser calculada pelo coeficiente linear da 
equação (interseção da reta com o eixo y), enquanto o Km pela interseção da reta com 
o eixo x (ou pelo coeficiente angular da reta, utilizando também o valor de Vmax). Este 
método era utilizado principalmente por ser possível ajustar uma reta aos dados, pois 
não era trivial o ajuste não-linear. Porém, este não é o melhor ajuste aos dados, pois 
o desvio padrão é distorcido ao fazer a transformação, e isto não é levando em conta 
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ao realizar o ajuste linear. Assim, o mais apropriado é realizar o ajuste da equação de 
Michaelis-Menten por regressão não-linear, tarefa que atualmente é de fácil acesso, 
por haver diferentes programas e métodos de regressão não-linaer disponíveis. 
Mesmo assim, o duplo recíproco ainda é muito utilizado de forma qualitativa, para 
apresentação dos dados, pois este é mais ilustrativo para representar mecanismo de 
inibição e mecanismo de reação. 
 No caso das enzimas málicas, estas se tratam de enzimas com dois substratos 
e 3 produtos. Isto torna o sistema mais complexo, pois existem diferentes mecanismos 
de reação, sendo que a ligação dos substratos e a saída dos produtos pode ser 
ordenada ou não. Este assunto não será tratado neste resumo pois não foi feita a 
determinação do mecanismo de reação da enzima. Com relação aos parâmetros 
cinéticos, o que é mais comum de ser feito é a determinação destes para um substrato, 
mantendo o outro em condição saturante, obtendo um valor aparente de Km e Vmax. 
Deve-se manter em mente que estes valores são aparentes e não absolutos, sendo 
associados à concentração do substrato mantido sob condição saturante.  
 
A1.4 Mecanismo de inibição 
A atividade da enzima pode ser inibida por diferentes mecanismos. O 
conhecimento deste mecanismo é uma informação importante no planejamento de 
novos inibidores, pois permite ter uma ideia do sítio de inibição. Aqui serão 
considerados somente inibidores reversíveis, isto é, inibidores que não alteram 
permanentemente a enzima, como numa ligação covalente, por exemplo. Existem 
diferentes formas de classificar estes mecanismos de inibição, sendo aqui 
apresentando o utilizado por Copeland (5).  
Para o caso de um inibidor competitivo, este compete com o substrato pelo sítio 
ativo da enzima livre, impedindo a formação do complexo enzima:substrato (ES), 
inibindo a atividade enzimática. Neste caso, é esperado que o Km da enzima seja 
maior na presença do inibidor, pois mais substrato é necessário para alcançar a 
velocidade máxima. Porém, a Vmax não é alterada, pois se a concentração de substrato 
for muito maior que a do inibidor, praticamente não há a formação do complexo 
enzima:inibidor (EI). O modelo matemático para este mecanismo é: 
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𝑣 = Vmax.
[𝑆]
Km′ + [𝑆]
   (A1.3) 
Km
′ = Km. (1 +
[I]
Ki
)   (A1.4) 
A constante de inibição (Ki) é uma constante de afinidade entre o inibidor e a 
enzima livre.  
Outro mecanismo encontrado é quando o inibidor não se liga ao sítio ativo da 
enzima, mas em outro sítio de inibição. Quando este inibidor se liga com a mesma 
afinidade pela enzima livre quanto pelo complexo ES, este é chamado de inibidor não-
competitivo. Neste caso, há a formação do complexo não catalítico  
enzima:substrato:inibidor (ESI). Como não há competição com o substrato, o valor de 
Km é inalterado, enquanto há uma diminuição da velocidade máxima. A equação para 
esta inibição é: 
Vmax
′ =
Vmax
1 +
[I]
Ki
  (A1.5) 
𝑣 = Vmax
′ .
[S]
Km + [S]
   (A1.6) 
 Deve-se considerar que o valor de Ki neste caso é igual ao valor de Ki
′, que é a 
constante de afinidade do inibidor pelo complexo ES. 
No caso de mecanismo incompetitivo, o inibidor tem afinidade somente pelo 
complexo ES. Isto faz com que tanto o valor de Vmax quanto Km abaixem.  
𝑣 =  
Vmax
′ . [S]
Km′ + [S]
   (A1.7) 
Vmax
′ =
Vmax
1 +
[I]
Ki
′
   (A1.8) 
Km
′ =
Km
1 +
[I]
Ki
′
   (A1.9) 
Neste caso, Ki = 0, pois o inibidor não possui afinidade pela enzima livre. 
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Existe ainda o mecanismo misto, em que o inibidor possui características de 
diferentes tipos de inibidores. Por exemplo, este pode aumentar o Km do susbtrato, 
algo característico de inibidor competitivo, mas também alterar a velocidade máxima 
da enzima, algo que não acontece para este tipo de inibição. No caso do mecanismo 
misto, o inibidor possui afinidade tanto pela enzima livre quanto pelo complexo ES, 
mas com afinidades diferentes. Somente para este caso, a constante de inibição por 
ES será denotada como α.Ki. O parâmetro α indica a diferença de afinidade que 
enzima tem pelo ES, comparado com a enzima livre. Para este modelo, a velocidade 
é descrita pela equação: 
𝑣 =  
Vmax
′ . [S]
Km′ + [S]
   (A1.10) 
Vmax
′ =
Vmax
1 +
[I]
𝛼. Ki
   (A1.11)  
Km
′ = Km
1 +
[I]
Ki
1 +
[I]
1 + α. Ki
   (A1.12) 
É possível observar que este é um modelo mais geral, abrangendo todos os outros 
mecanismos. Se α for menor que um, isto indica que a afinidade do inibidor pelo 
complexo ES é maior que pela enzima livre, se aproximando do modelo incompetitivo 
(mecanismo imcompetitivo, α tende a 0). Se α for igual a um, ele se iguala ao modelo 
não-competitivo. Já se α for maior que um, o valor de Km aumenta, sendo que quanto 
maior o valor de α, mais o modelo misto se aproxima do modelo competitivo 
(mecanismo competitivo, α tende ao infinito).  
 Para determinação do mecanismo de inibição, são feitas curvas de Michaelis 
Menten na presença do inibidor, determinando os valores aparentes de Km e Vmax. 
Assim, é feito diferentes curvas, uma para cada concentração diferente do inibidor. O 
duplo recíproco para cada tipo de mecanismo possui um padrão típico. No caso de 
mecanismo competitivo, todas as curvas se cruzam no eixo y, enquanto que para o 
mecanismo não-competitivo, estas se cruzam no eixo x. Para o mecanismo 
incompetitivo, as curvas são paralelas, e para o mecanismo misto, estas podem se 
cruzar em algum ponto do quadrante. Existem alguns gráficos secundários que podem 
ser realizados para a determinação da constante de inibição por ajuste linear, 
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utilizando os valores aparentes de Vmax e Km, em função da concentração do inibidor. 
Porém, também é mais apropriado realizar o ajuste não-linear simultâneo a todas 
curvas, sem a necessidade de realizar transformação nos dados, ou de gráficos 
secundários. Aqui cabe observar que no caso do modelo misto, este possui duas 
variáveis a serem ajustadas, (α e Ki), diferentes dos outros modelos, que só possuem 
uma variável. Isto pode levar ao overfitting dos dados, gerando um r² melhor para o 
modelo misto que para os outros modelos, mas que na verdade, é um problema de 
“super” ajuste. Como há mais parâmetros para explicar o mesmo número de dados 
experimentais, este modelo pode se ajustar melhor aos dados, acabando por explicar 
também os erros destes. No trabalho apresentado, foi avaliado tanto o r² do ajuste, 
mas também qual mecanismo mais simples se ajustava aos dados. Por exemplo, se 
tanto o mecanismo misto quanto o mecanismo não-competitivo possuíam r² parecidos, 
porém o valor de α era muito próximo de 1, era escolhido o mecanismo não-
competitivo. Somente nos casos em que não era possível reduzir a um mecanismo 
mais simples, foi utilizado o mecanismo misto como modelo.  
 Uma forma de caracterizar a potência dos inibidores é a determinação do IC50, 
sendo este a concentração do inibidor capaz de inibir em 50 % a atividade enzimática, 
mantendo o substrato constante no experimento. Como será mostrado no item 5, este 
parâmetro é dependente da concentração do substrato utilizado no ensaio, ou seja, 
não é uma constante. Assim, o valor de IC50 de inibidores só podem ser comparados 
se a condições de ensaio forem iguais.  
A1.5 Ativação não essencial 
 A enzima pode ser, ao invés de inibida, ativada por um composto, chamado de 
ativador (A). Quando a enzima possui atividade mesmo na ausência do ativador, a 
ativação então é chamada de não essencial.  
 Assim como a inibição, existem também diferentes mecanismos de ativação. A 
ligação do ativador pode aumentar a afinidade da enzima pelo substrato, fazendo com 
que o Km do substrato seja diminuído por um fator α (quando [A] tende ao infinito, 
Km
′ =  𝛼. Km ). Ainda, a velocidade de reação do complexo enzima:ativador:substrato 
(EAS) pode ser maior que a velocidade do complexo ES, por um fator β. Ou seja, o 
ativador aumenta o valor de Vmax (quando [A]  tende ao infito, Vmax
′ =  𝛽. Vmax ). No caso 
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mais geral, quando ambos comportamentos são observados (mudança tanto no Km, 
quanto no Vmax), o modelo para a ativação não essencial é: 
𝑣 =  
Vmax
′ . [S]
Km′ + [S]
   (A1.13) 
Vmax
′ =
Vmax. (1 +
𝛽[A]
𝛼. KA
)
1 +
[A]
𝛼. KA
   (A1.14)  
Km
′ = Km
1 +
[A]
KA
1 +
[A]
𝛼. KA
    (A1.15) 
 KA é a constante de afinidade entre o ativador e a enzima livre. A determinação 
experimental dos valores de KA, α e β é feita de forma semelhante àquela utilizada 
para determinação do mecanismo de inibição, sendo necessária a realização de 
diferentes curvas de Michelis-Menten na presença de diferentes concentrações do 
ativador. Novamente, existem gráficos secundários para se utilizar ajuste linear, mas 
também é possível realizar o ajuste não-linear à todas as curvas simultaneamente. 
 
A1.6 Triagem moléculas de alto desempenho (High-throughput screening – 
HTS), baseado em alvo. 
 A busca de inibidores por ensaio de HTS começou historicamente dentro da 
indústria farmacêutica, dado o grande custo para automação, geração e manutenção 
da biblioteca de compostos. Porém, nos últimos 20 anos, esta técnica também passou 
a ser realizada dentro da academia e em institutos de pesquisa, devido ao menor 
custo e acesso aos equipamentos e bibliotecas de compostos sintéticos(7,8). 
Esta técnica visa triar uma biblioteca de milhares a milhões de compostos 
contra um alvo específico, com o objetivo de identificar novos inibidores (ou 
ativadores, dependendo do caso), chamados de hits. Não se espera que estes hits 
sejam fármacos prontos, mas sim, inibidores com média potência (na ordem de 
micromolar) que serão derivatizados, melhorando tanto a potência do composto contra 
o alvo específico, quanto características farmacocinéticas.  
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Por se tratar de uma triagem de alta vazão utilizando uma gama de compostos 
de diferentes propriedades químicas, o ensaio utilizado muitas vezes deve ser 
adaptado para ser o mais simples, de menor custo possível e passível de automação. 
Uma característica desejada é que o ensaio seja homogêneo, isto é, que este só 
possua passos de adição de reagentes, um após o outro, sem passos como lavagem 
por exemplo. Isto simplifica o protocolo de automação, diminuindo a chance de erros. 
Outro fator que deve se considerar é que o protocolo de automação (por exemplo, a 
forma como serão dispostas as placas na plataforma, os volumes a serem pipetados, 
o tempo de leitura) impõe certas condições aos ensaios, limitando por exemplo que 
certos volumes sejam utilizados. Desta forma, geralmente se tem um protocolo de 
automação estabelecido e validado, para o qual um ensaio novo é adaptado, e não o 
contrário, ou seja, evita-se ao máximo alterar o protocolo de automação, adaptando o 
ensaio aos volumes e passos deste. Assim, como cada enzima possui particularizas 
próprias, deve-se identificar e analisar cada caso, para a adaptação do ensaio para 
HTS. Abaixo serão discutidos cuidados que foram tomados para a enzima málica, 
muitos destes, comuns às desidrogenases, ou ainda, ao uso de fluorescência para 
medição da atividade.   
A atividade enzimática da enzima málica pode ser feita acompanhando a 
formação de NADPH, tanto por absorção ou fluorescência, que neste último caso, é 
feito com a excitação em 340 nm e emissão de 450 nm. Porém, não é interessante 
utilizar este comprimento de excitação no ensaio de HTS, uma vez que pode haver 
muita interferência pelos compostos da biblioteca, que podem funcionar como filtros 
ou também fluorescerem, sendo preferível utilizar fluoróforos com comprimento de 
excitação maior que 400 nm, região mais incomum de absorbância. Assim, para o 
ensaio de HTS foi escolhido o sistema acoplado com diaforase, enzima que utiliza 
NADPH para reduzir resazurina a resorufina, composto que tem excitação em 570 nm 
e emissão em 590 nm, sendo comprimentos de onda mais incomuns em bibliotecas 
de compostos sintéticos. 
O ensaio foi miniaturizado, tendo um volume final de reação de 25 µL, sendo 
feito em placas de 384 poços. Também foi feita a adição de detergente no tampão de 
reação (em baixa concentração), para que fosse evitada a formação de agregados da 
enzima, decorrente de compostos com atividade inespecífica, como também para 
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evitar a adesão da proteína ao material das placas, ponteiras e equipamentos de 
pipetagem. 
Os valores de Km são usados para determinar as concentrações dos substratos 
no ensaio de HTS, pois dependendo da relação da concentração usada em relação 
ao Km, diferentes tipos de inibidores são privilegiados. Se há uma saturação dos 
substratos, inibidores competitivos tem uma menor inibição, sendo que somente os 
mais potentes poderão ter uma inibição suficiente para ser classificado como hit. O 
contrário acontece com os incompetitivos, que tem uma inibição maior quando os 
substratos estão saturados. Já os não-competitivos não dependem da concentração 
do substrato. Isto pode ser visto abaixo na relação que há entre IC50 (concentração do 
inibidor capaz de inibir em 50 % a atividade enzimática, nas condições do ensaio), Ki, 
concentração de substrato e Km para os diferentes tipos de inibidores (9).  
Para inibidores competitivos: 
IC50 =  Ki. (
[S]
Km
+ 1)  (A1.16) 
Para inibidores incompetitivos: 
IC50 =  Ki. (
Km
[S]
+ 1)  (A1.17) 
Para inibidores não-competitivos: 
IC50 =  Ki   (A1.18) 
Foi utilizado um ensaio em modo end-point, ou seja, é feito somente uma 
medida final após um tempo de incubação. Em resumo, no protocolo de automação, 
há a pipetagem de 22 µL de mix de reação, 0,5 µL de compostos da biblioteca e o 
disparo da reação com 0,5 µL de substrato. Em seguida, é feita uma leitura de 
fluorescência no leitor de placa para se ter uma medida de tempo zero, utilizada para 
avaliar se algum composto fluoresce e se há algum problema de pipetagem. Depois a 
placa fica incubada em temperatura ambiente por 3 horas enquanto as outras placas 
são montadas. Após as 3 horas, a placa volta para o leitor de placa e então é feita a 
leitura de fluorescência novamente. 
  Assim, é importante que a enzima e os reagentes sejam estáveis a temperatura 
ambiente durante 6 horas (tempo total da campanha). Além disso, a reação deve ser 
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linear por pelo menos 3 horas, uma vez que será feita somente uma medida de 
fluorescência ao final do tempo de incubação. Outro ponto importante é que todos os 
reagentes possam passar por pelo menos um ciclo de congelamento, uma vez que a 
campanha é feita em diferentes dias. 
A atividade remanescente para cada composto testado é então calculada pelo 
valor de fluorescência do controle positivo (enzimas + todos substratos com DMSO) e 
controle negativo (ausência de um dos substratos).       
% Atividade Remanescente (RA) =
𝑆−< 𝐵 >
< 𝑃 >  − < 𝐵 >
. 100  (𝐴1.19) 
sendo S o sinal de fluorescência, <B> média do sinal do controle negativo e 
<P> média do controle positivo.  
 Para analisar a qualidade do ensaio, é comum utilizar o fator Z, parâmetro 
estatístico que reflete a janela de trabalho permitida pelo erro e relação 
sinal/background do ensaio, sendo 1 o valor ótimo, e maior que 0,5 como um bom 
ensaio (10).  
𝑍 = 1 −
3 ∗ (𝜎𝑃 + 𝜎𝐵)
< 𝑃 > −< 𝐵 >
   (A1.20) 
sendo <P> e σP  a média do sinal do controle positivo e seu desvio padrão, e 
<B> e σB a média e o desvio padrão do controle negativo. 
 Existem diferentes critérios para considerar um composto como candidato a hit. 
No caso da enzima málica, foram classificados como candidatos a hit, aqueles que 
possuíam uma RA menor que a média de RA da biblioteca inteira menos 3 vezes o 
desvio padrão, isto para garantir que a inibição fosse estatisticamente significante.  
Os compostos identificados são chamados de “canditatos a hits” porque estes 
podem estar inibindo a enzima auxiliar, ou serem decorrentes de erros de pipetagem. 
Assim, um segundo ensaio ortogonal deve ser realizado, utilizando outro método de 
quantificação, ou testando os compostos contra o ensaio acoplado, confirmado os hits.  
 Uma vez estabelecido o ensaio de HTS, é interessante fazer uma validação de 
ensaio, fazendo uma simulação da campanha utilizando uma biblioteca menor (na 
ordem de mil compostos). É avaliado então a estabilidade dos reagentes, a qualidade 
do ensaio, o protocolo de automação e a taxa de candidatos a hits. Como se trata de 
uma biblioteca pequena, é possível realizar o ensaio em duplicata, avaliando a 
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robustez do ensaio. Assim, uma vez validado o ensaio, este é realizado com a 
biblioteca maior, somente uma vez, por questão de custo. Os hits então são 
confirmados e seguem para caracterizações posteriores. 
A1.7 Cristalografia de proteína 
 As principais técnicas para se elucidar a estrutura tridimensional de proteínas 
(e outras macromoléculas como DNA ou RNA) são: cristalografia, ressonância 
magnética nuclear (RMN) e microscopia eletrônica de molécula única. A cristalografia 
é técnica mais utilizada, sendo que 89,5 % das estruturas depositadas no banco de 
dados  de macromoléculas biológicas (PDB, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) 
até 2016 foram resolvidas por esta técnica.  
 Nesta técnica, um cristal de proteína é exposto a um feixe de Raios X, que é 
difratado pelos elétrons contidos nas moléculas do cristal. A partir do padrão de 
difração é possível calcular a densidade eletrônica da proteína, podendo gerar um 
modelo da molécula que explique esta densidade. Abaixo é apresentado um resumo 
das bases teóricas destes passos. Maiores detalhes sobre a técnica podem ser 
encontrados em refêrencias bibliográficas de autores como J. Drenth(11), A. 
McPherson(12), G. Rhodes(13) e B. Rupp(14), entre outros.  
 A1.7.1 Cristalização de proteínas 
 A cristalização de proteínas é um processo no qual a proteína deixa de ser 
solúvel no meio aquoso e se organiza em um sólido ordenado e periódico (cristal). O 
princípio desta técnica é a utilização de uma solução precipitante que compete com a 
proteína pelas moléculas de água que a solvatam, forçando a agregação da proteína. 
Para a formação do cristal, é necessário que esta agregação seja de forma ordenada, 
pois do contrário, há a formação de um precipitado amorfo.  
 A formação do cristal segue diferentes etapas, começando pela nucleação, que 
é o processo no qual a proteína alcança um estado supersaturado, 
termodinamicamente instável, levando a formação dos primeiros agregados 
ordenados (núcleos de cristalização). Com a formação dos núcleos, a concentração 
de proteína na fase líquida diminui, levando a solução a um estado de menor 
supersaturação, chamado metaestável. Nesta fase de crescimento, a proteína solúvel 
ao invés de formar novos núcleos, se agrega aos já formados, levando ao crescimento 
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do cristal. Novamente, há uma diminuição de proteína em solução, chegando ao ponto 
da amostra entrar em equilíbrio, cessando o crescimento dos cristais. As diferentes 
fases de solubilidade podem ser representadas em um diagrama de fases, como 
mostrado abaixo. 
 
Figura A1.1: Diagrama de fase de solubilidade de proteína, relacionando concentração 
de proteína e concentração de precipitante. Em cinza, as diferentes fases de 
supersaturação. Figura adaptada de 
http://www.xray.bioc.cam.ac.uk/xray_resources/whitepapers/xtal-in-action/node3.html. 
 
A técnica de cristalização utilizada no presente trabalho foi a de difusão por 
vapor. Neste método, uma mistura de solução de cristalização e solução de proteína 
é mantida suspensa ou sentada (tipicamente uma gota de 1-10 µL), próxima a um 
poço contendo uma solução de cristalização (volume de 50 – 500 µL), em um 
ambiente fechado. Assim, como a gota possui uma concentração menor de 
precipitante em relação ao poço, ocorre o fenômeno de difusão de vapor de água da 
gota para o poço, fazendo com que a concentração do precipitante e da proteína 
aumente ao longo do tempo, levando a proteína sair do estado solúvel, passando pelo 
estado metaestável e finalmente chegando ao estado de nucleação, iniciando o 
processo de cristalização. Este processo é dinâmico e complexo, tornando difícil a sua 
predição.  
Assim, de um modo geral, a condição de cristalização é encontrada de forma 
empírica, fazendo uma triagem de diferentes condições de cristalização, contendo 
diferentes combinações de tampões, pH e precipitante e concentrações destes. Isto 
pode ser feito em diferentes temperaturas e concentração de proteína. Após 
identificada uma condição inicial, que muitas vezes apresenta apenas separação de 
fase, microcristais, precipitados cristalinos, cristais pequenos ou mal formados, são 
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feitos ciclos de refinamento. Neste refinamento da condição de cristalização se varia 
as concentrações dos componentes da solução de cristalização e da solução da 
proteína, podendo ainda variar o volume da solução no reservatório, volume e 
proporção de solução de cristalização/solução de proteína na gota(15).    
 
A1.7.2 Descrição do cristal 
 Os cristais, por possuírem periodicidade, podem ser descritos como um 
conjunto de “blocos” iguais, dispostos lado a lado e empilhados, orientados da mesma 
maneira. Como analogia, o cristal seria como caixas de leite empilhadas lado a lado, 
todas com o rótulo virado na mesma direção. Este bloco é chamado de cela unitária. 
Esta é definida como a menor unidade com a qual é possível reconstruir o cristal 
utilizando somente operação de translação ao longo de eixos não colineares, 
formando assim a rede cristalina. A cela unitária é descrita pelos parâmetros a, b e c 
e os ângulos α, β e γ. As redes cristalinas são nomeadas pela simetria de seus 
parâmetros, o que reflete a simetria interna da cela unitária (Tabela A1.1).  
 
Tabela A1.1: Cela unitária e sistemas cristalinos. 
            
Cela unitária:         
Sistemas cristalinos Eixos Ângulos 
Triclínico a ≠ b ≠ c  α ≠ β ≠ γ (todos ≠ 90º) 
Monoclínico a ≠ b ≠ c  α = γ = 90°; β ≠ 90° 
Trigonal/Hexagonal a = b ≠ c α = β = 90°; γ = 120° 
Ortorrômbico a ≠ b ≠ c  α = β = γ = 90° 
Tetragonal a = b ≠ c α = β = γ = 90° 
Cúbico a = b = c α = β = γ = 90° 
 
Além disto, as redes podem ser primitivas ou centradas. No primeiro caso, os 
pontos da rede cristalina estão todos nos vértices da cela unitária. Já no segundo 
caso, existe uma simetria interna de translação tal que a rede pode ser centrada em 
uma ou mais faces da cela (face centrada), no centro da cela (corpo centrado), ou em 
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um caso especial, chamado romboédrico. A combinação dos sistemas cristalinos com 
os diferentes tipos de rede geram as chamadas redes de Bravais. Os símbolos de 
Bravais P, C, F, I e R denotam as redes primitiva, face centrada na face C, face 
centrada em todas as faces, corpo centrado e romboédrico, respectivamente (Figura 
A1.2).   
 
 
Figura A1.2: Redes de Bravais. Figura adaptada de 
http://www.xtal.iqfr.csic.es/Cristalografia/parte_03_4.html. 
 O conteúdo da cela unitária pode possuir diferentes simetrias. No caso de 
proteínas, pelo fato de serem moléculas quirais, nem todas as simetrias são possíveis, 
sendo limitadas a operações de rotação. As rotações permitidas são as de ordem 2, 
3, 4 e 6. Uma operação de rotação de ordem n, significa que existem n cópias da 
molécula ao redor de um eixo, cada qual a 360°/n uma da outra. A combinação de 
rotações é chamada de grupo pontual (existem grupos pontuais com outras simetrias 
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que não são rotações, mas não são encontrados em cristais de proteínas). Além das 
rotações, ainda é possível haver uma roto-translação, que nada mais é que, além da 
operação de rotação, a molécula sofre uma translação ao longo do eixo de rotação. 
Por exemplo, uma operação de roto-translação 21 no eixo a significa que a molécula 
sofre uma rotação de 180°, além de sofrer uma translação de 
1
2
𝑎 ao longo do eixo.  
 A combinação das redes de Bravais com os grupos pontuais e as operações 
de translação, forma os grupos espaciais, que descrevem todas as operações de 
simetria presente na cela unitária. A simetria encontrada no grupo espacial impõe que 
haja simetria também no sistema cristalino, não sendo possível, por exemplo, que um 
cristal tenha grupo espacial P4 e seja triclínico, devendo ser tetragonal. 
 Com isso, define-se unidade assimétrica (UA) como a unidade mínima com a 
qual é possível reconstituir a cela unitária pela aplicação das operações de simetria 
do grupo espacial. Assim, um cristal é descrito pelos parâmetros da cela unitária, 
grupo espacial e unidade assimétrica.   
Dentro da UA ainda pode haver mais de uma cópia da mesma molécula, sendo 
um caso de simetria não cristalográfica (NCS). A relação entre as diferentes cópias 
podem ser descritas por operações de rotação e translação, como é o caso do grupo 
espacial, mas neste caso, não há limitações com relação à ordem do eixo de rotação, 
nem com relação ao vetor de translação.  
A1.7.3 Difração de Raio X 
 O Raio X é uma radiação eletromagnética de alta energia que, por possuir um 
campo elétrico, pode interagir com elétrons, fazendo-os oscilarem (considerando 
elétrons livres). Esta oscilação faz com que o elétron emita um novo fóton, de mesma 
energia que o original, fenômeno chamado de espalhamento elástico (pode ocorrer 
ainda do fóton emitido ser de menor energia, se tratando de um espalhamento 
inelástico, ou espalhamento Compton, mas este está fora do escopo deste resumo). 
O fóton pode ser emitido em qualquer direção, obedecendo uma probabilidade de 
espalhamento, tendo como referência a direção do fóton inicial. Se consideramos um 
feixe de radiação incidindo no elétron, o espalhamento produzirá feixes de luz em 
todas direções a partir do elétron, porém uma maior intensidade na direção paralela 
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ao feixe incidente, enquanto na direção perpendicular se encontram os de menor 
intensidade. 
 O espalhamento do átomo é descrito, aproximadamente, pela equação de 
Cromer-Mann, que relaciona o fator de espalhamento atômico (fS0) com o ângulo de 
espalhamento (θ). Esta formula consiste em uma gaussiana com nove parâmetros (de 
valores característicos para cada átomo, chamados de coeficientes de Cromer-Mann), 
que decresce com o aumento do ângulo de espalhamento. A unidade do fator de 
espalhamento atômico é unidade de elétron (e-). 
 No caso de uma molécula, o espalhamento será uma somatória do 
espalhamento de todos seus átomos. A distância entre os átomos faz com que os 
fótons emitidos tenham fases diferentes, havendo interferência, tanto construtiva, 
quanto destrutiva. A equação do espalhamento de uma molécula em função do ângulo 
de espalhamento θ é então descrita pela equação: 
F =  ∑ 𝑓𝑆,𝑗
0
á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠
𝑗=1
. 𝑒𝜑𝑗.𝑖   (𝐴1.21) 
F é a função de espalhamento da molécula constituída de j átomos, 𝑓𝑆,𝑗
0  
espalhamento do átomo j, e φj, a fase relativa de cada átomo j no ângulo θ. 
Observe-se que F é uma função complexa, ou seja, possui uma parte real, e 
uma parte imaginária.  
 Como será explicado em mais detalhes adiante, a partir do espalhamento é 
possível calcular a densidade eletrônica de uma molécula, através da transformada 
de Fourier de FS. Porém, surgem dois grandes problemas: como medir a fase de FS? 
Como medir o espalhamento de uma única molécula?  
 O primeiro problema é chamado problema das fases. Ele decorre do fato dos 
detectores de Raios-X medirem a intensidade do espalhamento, que é proporcional 
ao quadrado da amplitude do fator de estrutura, perdendo assim, as fases. Este 
problema pode ser solucionado por faseamento experimental, que não será abordado 
neste resumo pois não foi utilizado no desenvolvimento desta tese, ou por substituição 
molecular, que será explicado posteriormente.  
 O segundo problema está relacionado com o fato da intensidade do 
espalhamento de uma única molécula ser muito baixa, pois a maioria da radiação 
incidida não sofre espalhamento. Assim, os feixes de Raios X e o aparato experimental 
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disponíveis atualmente ainda não permitem medir o espalhamento de uma única 
molécula (é esperado que no futuro isto seja possível, com a utilização de lasers de 
Raios X). Este problema então é resolvido com o uso de cristais, pois como este 
apresenta várias moléculas ordenadas, o sinal é amplificado, sendo possível a 
medição.  
 Como o cristal apresenta uma rede ordenada e periódica de moléculas (e seus 
átomos), as ondas parciais espalhadas por cada molécula (e átomos) sofrem 
interferência. Devido ao grande número de moléculas, somente nas direções em que 
há interferência construtiva máxima é que se observa radiação, gerando um padrão 
final com periodicidade relacionado à periodicidade do cristal. Este padrão então é 
chamado de padrão de difração. A difração se difere do espalhamento no sentido em 
que ele é o resultado da soma do espalhamento gerado por espalhadores que estão 
organizados de forma periódica e sistemática. A função de espalhamento será 
calculada da mesma forma que para molécula, mas considerando todas as moléculas 
da cela unitária do cristal, passando a se chamar fator de estrutura.  A figura abaixo 
resume o espalhamento de um átomo e molécula, e a difração de um cristal. 
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Figura A1.3: Espalhamento e difração de Raios X. Está esquematizado o espalhamento de 
átomos e moléculas. Em colorido, a função de espalhamento e fator de estrutura. A coloração 
indica tanto o valor real quanto imaginário da função de espalhamento, seguindo a legenda 
apresentado na esfera ao lado, no qual R e I representam o eixo real e imaginário, 
respectivamente. A amplitude está representada pelo brilho e saturação, enquanto a cor indica 
a fase. Assim, num experimento de difração de Raios X não é possível medir as fases (as 
cores nesta figura), gerando o problema de fases. A figura foi elaborada utilizando figuras do 
site: http://www.johnloomis.org/ece563/notes/fourier/duck/crys1.html. 
 
Uma forma de interpretar o padrão de difração é pensar que a radiação 
incidente sofre reflexão em uma família de planos paralelos e equidistantes do cristal. 
Deste modo, se imaginarmos duas ondas paralelas refletidas por dois planos de 
distância d, a diferença de caminho percorrida pelas duas ondas ao final da reflexão 
é de 2dsin 𝜃 (Figura A1.4). 
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Figura A1.4: Interpretação da difração de Raios X como uma reflexão por uma família 
de planos paralelos equidistantes. s0 é uma onda incidente que atinge o espalhador 
representado por um círculo verde, sendo s1 a onda espalha na diração θ. S é chamado de 
vetor de espalhamento, obtida pela diferença dos vetores s0 e s1. Pode-se interpretar a 
difração como a reflexão das ondas por planos perpendiculares ao vetor S, em que a diferença 
de caminho percorrida por duas ondas paralelas que alcançam dois planos é de 2dsin 𝜃. 
Figura reproduzida com permissão a partir do livro Biomolecular Crystallography de Bernhard 
Rupp, © 2009-2014 Garland Science/Taylor & Francis LLC.  
 
Assim, para haver a máxima interferência construtiva, a diferença de caminho 
deve ser um múltiplo inteiro do comprimento de onda (λ). Deste modo, obtêm-se a 
equação de Bragg, que relaciona o ângulo de difração (θ) de uma reflexão, com a 
família de planos hkl. Em outras palavras, a condição para haver difração é que a 
distância entre os planos hkl em um determinado θ respeite a equação de Bragg, 
gerando uma reflexão no padrão de difração.  
𝑛𝜆 = 2𝑑 sin 𝜃   (𝐴1.22) 
n é um número inteiro, λ é o comprimento de onda, dhkl distância entre os planos hkl 
e θ, ângulo difração da reflexão.   
 Para facilitar o entendimento do padrão de difração, é utilizado o conceito de 
espaço recíproco. Este espaço imaginário, que será usado para descrever a difração, 
está relacionado com o espaço real, ou seja, o cristal em si. O vetor hkl no espaço 
recíproco está relacionado com a família de planos hkl no espaço real. Os índices h, 
k e l são chamados de índices de Miller. Estes assumem valores inteiros, e indicam 
quantos planos cortam cada eixo da cela unitária do cristal, sendo h, k e l relacionados 
aos eixos a, b e c da cela, respectivamente (Figura A1.5).  
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Figura A1.5: Exemplos de família de planos hkl. À esquerda, planos (0 2 0) e à direita, 
planos (-1 0 2). Figura reproduzida com permissão a partir do livro Biomolecular 
Crystallography de Bernhard Rupp, © 2009-2014 Garland Science/Taylor & Francis LLC. 
  
Cada reflexão hkl está associada então ao conjunto de planos hkl, e esta se 
encontra na direção que satisfaz a equação de Bragg. O fator de estrutura Fhkl então 
pode ser escrito em função de hkl. Ainda, pode-se escrever o fator de estrutura em 
função da contribuição dos elétrons presentes no volume infinitesimal dV da 
densidade eletrônica ρ(x,y,z) : 
𝐹ℎ𝑘𝑙 =  ∑ 𝑓𝑠,𝑗
0 . 𝑒2𝜋𝑖(ℎx+𝑘y+𝑙𝑧)
á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠
𝑗=1
=  ∫ 𝜌(𝑥, 𝑦, 𝑧). 𝑒2𝜋𝑖(ℎ𝑥+𝑘𝑦+𝑙𝑧)
V
0
. dV   (A1.23) 
Fhkl: fator de estrutura da família de planos hkl; j: átomos da cela unitária, f
0
s,j: fator de 
espalhamento do átomo j, hkl: índices de Miller, associados aos planos hkl do espaço 
real, e ao vetor hkl do espaço recíproco; (x,y,z): coordenadas no espaço real do 
átomo j. Para a integral,  ρ(x,y,z): densidade eletrônica em (x, y, z); V: volume da cela 
unitária. 
 Observa-se que todos os átomos da cela unitária contribuem para o fator de 
estrutura de uma reflexão hkl. Além disso, a fórmula do fator de estrutura possui o 
mesmo formato do que seria a transformada inversa de Fourier da densidade 
eletrônica. Brevemente, a transformada de Fourier é um formalismo que relaciona 
funções em domínios mutualmente recíprocos, como é o caso do espaço real e o 
espaço recíproco. Nesta transformada, uma função f’(ξ) pode ser descrita por uma 
integral de uma função f(x), ( f ′(ξ) = ∫ f(x). 𝑒−2𝜋𝑖𝑥𝜉dx
+∞
−∞
 ). Neste caso, é possível então 
calcular f(x) pela função f’(ξ) pela transformada inversa de Fourier. Assim, a densidade 
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eletrônica pode ser calculada aplicando a transformada de Fourier ao fator de 
estrutura, dado pela equação: 
𝜌(𝑥, 𝑦, 𝑧) =  
1
𝑉
∑ ∑ ∑ 𝐹ℎ𝑘𝑙. 𝑒
−2𝜋𝑖(ℎx+𝑘y+𝑙𝑧)   (𝐴1.24)
+∞
𝑙=−∞
+∞
𝑘=−∞
+∞
ℎ=−∞
 
  
Lembrando que o fator de estrutura é um número complexo, que pode ser 
escrito como Fhkl=|Fhkl|. 𝑒𝛼ℎ𝑘𝑙 (|Fhkl| é a amplitude e αhkl, a fase).  Em um padrão de 
difração, o que é medido é a intensidade das reflexões, que é proporcional a |Fhkl|2. 
Por isto, deve-se de alguma forma obter o valor das fases αhkl  para o cálculo da 
densidade eletrônica. Além disso, para que a densidade seja calculada precisamente, 
seria necessário medir as reflexões de índices infinitos. Assim, a densidade eletrônica 
calculada possui uma resolução, sendo que quanto maior a resolução, maiores são 
os índices das reflexões utilizadas. Pensando no espaço real, índices de Miller 
maiores indicam a reflexão de planos mais próximos entre si, carregando informações 
de distância menores, ou seja, maior resolução. Assim, quanto maior a resolução do 
conjunto de dados, maior a precisão da densidade eletrônica, como exemplificado na 
figura abaixo.  
 
Figura A1.6: Densidade eletrônica em diferentes resoluções. Em azul, densidade eletrônica 
calculada a partir do fator de estrutura em diferentes resoluções. Figura adaptada do livro 
Biomolecular Crystallography de Bernhard Rupp, © 2009-2014 Garland Science/Taylor & 
Francis LLC. 
 
 Quanto menor a distância entre os planos, pela equação de Bragg, maior o 
ângulo da reflexão. Por isso, em um padrão de difração, as reflexões de maior 
resolução estão mais afastadas do centro. A máxima resolução atingida acontece 
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quando sin 𝜃 é igual a 1, sendo a resolução igual a λ/2. Ou seja, a maior resolução 
possível de ser medida em um experimento de difração é dependente do comprimento 
de onda utilizado.  
Até agora se considerou que as moléculas estão fixas em posições 
determinadas para o cálculo do fator de estrutura. Mas na realidade os átomos estão 
vibrando em torno de uma posição média. Além disso, a rede cristalina não é perfeita, 
possuindo pequenas desarranjos. Isto faz com que haja uma atenuação do fator de 
espalhamento de cada átomo, dependente do ângulo de difração, descrita pela 
equação 𝑒−𝐵.(sin 𝜃/𝜆)
2
. B é chamado de fator de temperatura, que está relacionado ao 
deslocamento médio do átomo em relação ao ponto médio.  Outro termo que deve ser 
incorporado ao fator de estrutura é a ocupação que esta possui no cristal. Se um 
átomo da proteína ou ligante está presente em 50 % das moléculas do cristal, a 
ocupação deste será de 0,5, que deve ser multiplicada pelo fator de espalhamento 
deste átomo.  
Na coleta de um conjunto de imagens de difração, o cristal é posicionado em 
frente a um feixe de Raios X e a difração é coletada por um detector. O cristal é 
rotacionado por um goniômetro, fazendo que diferentes famílias de planos hkl entrem 
em condição de difração (respeitem a lei de Bragg). Para que não haja sobreposição 
das reflexões, cada imagem coletada se refere a uma oscilação pequena (ϕ) do cristal. 
É usual que a coleta seja feita à 100 K, sob um fluxo de nitrogênio líquido. Isto é feito 
para minimizar o dano de radiação causado pelo Raios X, que pode formam radicais 
livres no cristal. O congelamento diminui a chance destes radicais se difundirem pelos 
canais do cristal, degradando a proteína. Na coleta de dados é importante ajustar a 
distância do detector para que as reflexões de maior resolução sejam coletadas. O 
tipo de detector também influência a oscilação de cada imagem, sendo que para 
detectores do tipo CCD, é aconselhável a coleta de uma oscilação maior (geralmente 
de 0,5 – 1 °) (16). Porém, com o uso atual de detectores do tipo Pixel, que são mais 
rápidos e fazem a contagem de fótons, está cada vez mais comum o uso da coleta 
fine slicing, na qual a oscilação é menor (geralmente 0,1 – 0,3 °), obtendo dados mais 
robustos (17). Em ambos os casos, a mosaicidade do cristal limita a escolha de ϕ. A 
mosaicidade está relacionada com as pequenas imperfeições do cristal.    
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Após a coleta de dados, as reflexões devem ser indexadas e integradas. Os 
programas primeiramente identificam as reflexões de maior intensidade e conseguem 
calcular os parâmetros da cela unitária e o grupo espacial. Assim, é possível calcular 
a posição esperada de todas as reflexões, e indexá-las, ou seja, inferir uma rede de 
Bravais e grupo espacial e associar a cada reflexão os índices de Miller 
correspondente. Feito isso, o programa integra a intensidade das reflexões. Vale 
lembrar que a posição das reflexões é dependente somente da geometria da cela 
unitária, pois isto determina o ângulo de difração e plano associado que satisfazem a 
equação de Bragg. Por outro lado, a intensidade das reflexões é que carregam as 
informações sobre a estrutura da proteína.   
As operações de simetria do grupo espacial estão presentes também nas 
reflexões, sendo que reflexões relacionadas por simetria possuem o mesmo valor. 
Assim, o grupo espacial também pode ser confirmado ou identificado pela intensidade 
das reflexões. Além disso, a presença de um eixo de roto-translação no grupo espacial 
gera ausências sistemáticas nas reflexões, o que também pode ser identificado neste 
momento da análise dos dados.  
Após a integração, é necessário escalonar os dados. Por questões 
experimentais e de dano de radiação sofrido pelo cristal, a intensidade média das 
imagens ao longo do tempo variam, sendo necessário colocá-las na mesma escala. 
Feito isto, as reflexões de igual valor (reflexões coletadas mais de uma vez, ou 
relacionadas por simetria) devem ser promediadas, obtendo uma intensidade média 
e um desvio padrão para as reflexões únicas. As reflexões únicas são àquelas 
referentes a unidade assimétrica. A completeza do conjunto de dados se refere à 
porcentagem de reflexões únicas medidas em relação ao total de reflexões únicas que 
poderiam ser medidas. A multiplicidade indica quantas vezes, em média, as reflexões 
únicas foram medidas. Após o mergeamento, ainda é necessário calcular a amplitude 
do fator de estrutura a partir das intensidades (18). 
Com isto, é possível calcular uma séria de parâmetros estatísticos para avaliar 
a qualidade dos dados e decidir a resolução máxima do conjunto, como I/σ, Rmerge, 
Rpim e CC0.5. A decisão da resolução é sempre uma questão debatida, e ao longo dos 
anos, diferentes parâmetros vêm sendo utilizados para tal. Além disso, o método de 
faseamento (ex.: substituição molecular ou faseamento experimental) pode influenciar 
em como devem ser analisados os dados. Um dos parâmetros que era muito utilizado 
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é o Rmerge, que é a média da diferença entre as intensidades medidas com a média 
das intensidades promediadas. Porém, conjuntos de maior redundância tendem a 
possuir um Rmerge maior. Assim, é necessário considerar a redundância no cálculo do 
R, o que é feito no cálculo do Rpim, parâmetro mais apropriado para avaliar a qualidade 
dos dados (valores típicos na última faixa de resolução ficam em torno de 0,5). O 
Rmerge é útil para avaliar a qualidade das imagens individuais, sendo excluídas aquelas 
de alto valor. Outro parâmetro que era decisivo na escolha da resolução era o I/ σ, 
que não poderia ter um valor abaixo de 2. Porém, estão cada vez mais sendo 
utilizados coeficientes de correlação entre dois conjuntos separados aleatoriamente 
do conjunto original (como exemplo, CC0.5). É visto que reflexões com I/σ abaixo de 
2, inclusive de valor 1, ainda podem possuir acurácia, mesmo não sendo precisas. 
Assim, o coeficiente de correlação seria mais robusto para avaliar a acurácia das 
reflexões, ao invés do I/σ (19).  
Rmerge =  
∑ ∑ |I(h)i−< I(h) > |
N
𝑖=1ℎ𝑘𝑙
∑ ∑ < I(h)i >
𝑛
𝑖=1ℎ𝑘𝑙
   (A1.25) 
Rpim =  
∑ ∑ √
1
𝑛h − 1
. |I(h),i−< I(h) > |
N
𝑖=1ℎ𝑘𝑙
∑ ∑ < I(h),i >
𝑁
𝑖=1ℎ𝑘𝑙
   (A1.26) 
I
𝜎
= <
< I(h) >
𝜎(< I(h) >)
>    (A1.27) 
CC0.5 =  
∑ ∑ (I(h),i
1 −< I(h)
1 >)N𝑖=1ℎ𝑘𝑙 . (I(h),i
2 −< I(h)
2 >)
√∑ ∑ (𝐼(h),i
1 −< 𝐼(h)
1 >)
2𝑁
𝑖=1ℎ𝑘𝑙 . ∑ ∑ (I(h),i
2 −< I(h)
2 >)
2n
𝑖=1ℎ𝑘𝑙
   (A1.28) 
I(h),i: medida i da intensidade da reflexão h; nh :redundância da reflexão h. Para 
o cálculo do CC0.5, o conjunto de dados é separado aleatoriamente em dois 
conjuntos (conjunto 1 e 2, respectivamente). I(h)
1  intensidade da reflexão h no 
conjunto 1; I(h)
2  intensidade da reflexão h no conjunto 2. Entre <>: valor médio. 
 
Neste projeto, o problema de fases foi resolvido por substituição molecular. 
Neste método, utiliza-se as fases de uma proteína de estrutura já conhecida para se 
obter uma densidade eletrônica inicial. Esta estrutura deve ser de uma proteína com 
a maior similaridade estrutural possível com relação à proteína de estudo. Como 
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muitas vezes o objetivo é elucidar a estrutura de uma proteína inédita, se utiliza 
modelos feitos a partir de proteínas homólogas.  
O princípio da substituição molecular é posicionar o seu modelo de busca 
(estrutura conhecida) dentro da unidade assimétrica na mesma orientação que está a 
sua proteína de estudo. Feito isto, é calculado o fator de estrutura do modelo 
(Fhklmodelo=|Fhklmodelo|. 𝑒𝛼ℎ𝑘𝑙
𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜
), obtendo-se as fases 𝛼ℎ𝑘𝑙
𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜. Estas fases então são 
usadas para calcular a densidade eletrônica da proteína alvo, utilizando a amplitude 
do fator de estrutura observado (experimental) com as fases do modelo 
(|Fhklobs|.𝑒𝛼ℎ𝑘𝑙
𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜
). Assim, se obtém uma densidade eletrônica inicial.  
 O posicionamento do modelo dentro da unidade assimétrica pode ser feito 
através de métodos de rotação-translação. Neste método é utilizado a função de 
Patterson. Esta função pode ser calculada com o quadrado das amplitudes do fator 
de estrutura, sem a necessidade das fases, ou seja, pode ser calculada com as 
intensidades medidas. A função de Patterson contêm os vetores de distâncias 
interatômicas entre a combinação de todos os átomos dentro da cela unitária. Para 
cristais de moléculas pequenas, com poucos átomos, somente com esta função já é 
possível calcular a estrutura, pois os picos são facilmente identificados. No caso de 
proteínas, isto não é possível, pois há a sobreposição dos picos. Porém, cada proteína 
terá um mapa de Patterson característico relacionado à sua estrutura. Assim, é 
esperado que proteínas de estrutura parecidas tenham mapas de Patterson 
parecidos. Desta forma, o mapa de Patterson do modelo de busca é rotacionado e 
multiplicado ao mapa experimental, sendo que para cada rotação é calculado a função 
de rotação. Esta função de rotação, a grosso modo, é uma medida do quão parecido 
estão os mapas de Patterson do modelo e o da proteína alvo. Assim, os ângulos que 
maximizam a função de rotação são utilizados para rotacionar o modelo, orientando-
o de mesma forma que a proteína alvo. 
Feito isto, é necessário posicionar o modelo dentro da unidade assimétrica. É 
utilizado o mesmo princípio que a função de rotação, só que agora o mapa sofre 
translação, sendo identificado o vetor de translação que maximiza a função de 
translação. Desta forma, e por fim, o modelo pode ser orientado e posicionado na 
posição correta, possibilitando determinar a estrutura da proteína alvo. 
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Uma vez calculada a densidade eletrônica inicial, é necessário refinar a 
estrutura. A ideia é utilizar a densidade inicial para alterar o modelo inicial, com base 
nos dados experimentais obtidos com a proteína alvo. Com o novo modelo, calcula-
se novamente as fases, melhorando assim a densidade eletrônica. Este processo 
iterativo é repetido até que não se observe mais melhora no modelo. A principal forma 
de avaliar a qualidade do modelo atômico com os dados experimentais é através dos 
chamados Rwork e Rfree. Primeiramente, uma parte aleatória das reflexões medidas 
(geralmente 5 %) é separada em um conjunto chamado de conjunto teste (free dataset 
em inglês), sendo o restante das reflexões nomeadas como conjunto de trabalho (work 
dataset). Durante o refinamento da estrutura, somente se utiliza o conjunto de 
trabalho. Assim, é possível avaliar se o fator de estrutura do modelo prediz 
corretamente os valores do conjunto teste. Estes parâmetros são obtidos pela 
diferença entre a amplitude do fator de estrutura calculado para o modelo (Fcalc) com 
a observada experimentalmente (Fobs). 
Rfree =
∑ |Fobs − Fcalc|teste
∑ Fobsteste
   (A1.29) 
Rwork =  
∑ |Fobs − Fcalc|trabalho
∑ Fobstrabalho
   (A1.30) 
De uma forma geral, os programas de refinamento alteram os parâmetros do 
modelo para que haja uma melhora nos valores de R, além de utilizar restrições de 
distância e ângulos torcionais conhecidos para estruturas de proteína. Há outros 
parâmetros de qualidade, como por exemplo o coeficiente de correlação (CC) e figura 
de mérito (figure of merit – FOM). Este último está relacionado com a probabilidade 
dos valores da fase estarem corretos, sendo um parâmetro ligado às fases, e não a 
amplitude do fator de estrutura, como é o caso dos Rs.   
Os valores de R não só indicam o quanto o modelo atômico consegue explicar 
os dados experimentais (quanto menor os Rs, melhor a estrutura), mas também 
indicar se há overfitting dos dados. O overfitting, no ajuste de um modelo matemático 
a dados experimentais, pode ocorrer quando o número de observações experimentais 
não é proporcional ao número de variáveis do modelo. Isto pode levar ao “super” 
ajuste, ou seja, o modelo começa a explicar os erros dos dados, fazendo com que as 
estatísticas de ajuste sejam melhores que o ajuste real. No caso do refinamento da 
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estrutura, o overfitting pode ser identificado quando após o refinamento, o Rwork 
diminui, mas o Rfree não. Ou seja, o modelo se ajusta melhor aos dados utilizados no 
refinamento, mas estes não são capazes de predizer melhor as reflexões não 
utilizadas no processo. Assim, é esperado que os valores de Rwork/Rfree sejam 
próximos e que, a cada refinamento, ambos diminuam. Para entender porque pode 
ocorrer o overfitting, é necessário considerar que para cada átomo presente no 
modelo, são ajustados no mínimo 4 variáveis: coordenadas x, y e z, e fator de 
temperatura. Isto considerando que o fator de temperatura é isotrópico e a ocupância 
de todos os átomos seja igual a 1. Assim, considerando uma unidade assimétrica com 
n átomos, existem 4.n variáveis independentes a serem ajustadas. Assim, esperando 
que haja uma relação de 3 observações experimentais para cada variável, seriam 
necessários 12.n reflexões únicas medidas, para que o refinamento fosse feito sem 
nenhum tipo de restrição. Esta relação não é fácil de ser atingida na prática, sendo 
por isso que os programas utilizam restrições geométricas conhecidas durante o 
refinamento, impondo restrições às variáveis. Assim, quanto mais baixa a resolução, 
menos observações são medidas, e maiores as chances de ocorrer o overfitiing.  
Após o refinamento feito pelo programa, é feito o refinamento manual do 
modelo, ajustando regiões que estão fora da densidade calculada. Ao invés de usar a 
densidade calculada a partir somente dos Fobs, o mais comum é utilizar os mapas 
(2.Fobs – Fcalc) e (Fobs – Fcalc). Sendo o primeiro mapa mostrando regiões que já estão 
sendo bem descritas pelo modelo, necessitando de pequenos ajustes, e o segundo, 
chamado mapa diferença. No mapa diferença, os picos positivos (também chamado 
de mapa positivo) indicam a presença de átomos que não estão presentes no modelo 
naquela posição. Já os picos negativos indicam átomos que estão no modelo atômico, 
mas não possuem densidade eletrônica, ou seja, estão errados, e devem ser 
retirados. Estes mapas guiam o refinamento manual, indicando regiões que estão 
modeladas erroneamente, além de indicar a presença de ligantes que não estão no 
modelo, que devem ser incluídos. O refinamento cessa quando os parâmetros de 
qualidade não diminuem mais e a estrutura possui bons parâmetros geométricos.  
 
 
 
 
144 
 
A1.8 Referências 
 
1.  Sahdev S, Khattar SK, Saini KS. Production of active eukaryotic proteins through 
bacterial expression systems: A review of the existing biotechnology strategies. 
Mol Cell Biochem. 2008;307(1-2):249–64.  
2.  Leroux AE, Maugeri D a, Opperdoes FR, Cazzulo JJ, Nowicki C. Comparative 
studies on the biochemical properties of the malic enzymes from Trypanosoma 
cruzi and Trypanosoma brucei. FEMS Microbiol Lett. 2011;314(1):25–33.  
3.  Novagen. pET System Manual Novagen pET System Manual Novagen. 
Biosystems. 2003;1–68.  
4.  Studier FW. Protein production by auto-induction in high-density shaking 
cultures. Protein Expr Purif. 2005 May;41(1):207–34.  
5.  Copeland RA. Enzymes: A Practical Introduction to Structure, Mechanism, and 
Data Analysis. 1st ed. Wiley; 1996.  
6.  Segel IH. Enzyme kinetics. Behaviour and Analysis of Rapid Equilibrium and 
Steady-State Enzyme Systems. 1st ed. Wiley; 1993.  
7.  Janzen P, Bernasconi P. High throughput screening: methods and protocols. 
2nd ed. Humana Press; 2009.  
8.  Mayr LM, Bojanic D. Novel trends in high-throughput screening. Curr Opin 
Pharmacol. 2009 Oct;9(5):580–8.  
9.  Cer RZ, Mudunuri U, Stephens R, Lebeda FJ. IC50-to-Ki: a web-based tool for 
converting IC50 to Ki values for inhibitors of enzyme activity and ligand binding. 
Nucleic Acids Res. 2009 Jul;37(Web Server issue):W441–5.  
10.  Zhang J-H. A Simple Statistical Parameter for Use in Evaluation and Validation 
of High Throughput Screening Assays. J Biomol Screen. 1999 Apr 1;4(2):67–73.  
11.  Drenth J. Principles of Protein X-Ray Crystallography. 3rd ed. Springer; 2007.  
12.  McPherson A. Crystallization of Biological Macromolecules. 1st ed. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press; 1999.  
13.  Rhodes G. Crystallography Made Crystal Clear. 3rd ed. Academic Press; 20
 06.  
14.  Rupp B. Biomolecular Crystallography: Principles, Practice, and Application to 
Structural Biology. 1st ed. Garland Science; 2010.  
15.  Chayen NE. Turning protein crystallisation from an art into a science. Curr Opin 
Struct Biol. 2004 Oct;14(5):577–83.  
16.  Dauter Z. Efficient use of synchrotron radiation for macromolecular diffraction 
data collection. Prog Biophys Mol Biol. 2005 Oct;89(2):153–72.  
17.  Mueller M, Wang M, Schulze-Briese C. Optimal fine slicing for single-photon-
counting pixel detectors. Acta Crystallogr Sect D Biol Crystallogr. 2012;68(1):42–
56.  
145 
 
18.  Evans PR. An introduction to data reduction: space-group determination, scaling 
and intensity statistics. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 2011 Apr;67(Pt 
4):282–92.  
19.  Karplus PA, Diederichs K. Linking crystallographic model and data quality. 
Science. 2012 May 25;336(6084):1030–3.  
 
 
146 
 
 
Figura A2.1: Estrutura dos inibidores identificados, da ATR1-001 até ATR3-028. 
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Figura A2.2: Estrutura dos inibidores identificados, da ATR3-029 até ATR3-068. 
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Figura A2.3: Estrutura dos inibidores identificados, da ATR3-069 até ATR3-108. 
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Figura A2.4: Estrutura dos inibidores identificados, da ATR3-109 até ATR3-148. 
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Figura A2.5: Estrutura dos inibidores identificados, da ATR3-149 até ATR3-188. 
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Figura A2.6: Estrutura dos inibidores identificados, da ATR3-189 até ATR4-005. 
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Figura A2.7: Estrutura dos inibidores identificados, da ATR4-006 até ATR7-012. 
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Tabela A2.1: IC50 dos inibidores de ATR1-001 até ATR3-028 
Composto 
IC50 (µM) 
TcMEm TcMEc HsME1 HsME2 HsME3 
ATR1-001 12,4 ± 1,6 26,24 ± 2,70 > 80 18,7 ± 1,1 10,0 ± 0,6 
ATR1-002 13,8 ± 2,4 41,21 ± 2,98 > 80 14,0 ± 1,4 15,2 ± 1,5 
ATR1-003 33,3 ± 3,4 47,86 ± 13,84 > 80 14,5 ± 0,9 15,8 ± 1,2 
ATR1-004 > 80 > 80 > 80 > 80 > 80 
ATR1-005 > 80 > 80 > 80 > 80 > 80 
ATR2-001 0,5 ± 0,0 3,03 ± 0,05 3,4 ± 0,1 2,0 ± 0,0 4,4 ± 0,3 
ATR2-002 1,4 ± 0,0 16,14 ± 0,99 23,1 ± 5,3 7,4 ± 1,1 23,7 ± 6,8 
ATR2-003 2,1 ± 0,0 10,47 ± 0,32 12,8 ± 0,4 3,7 ± 0,1 5,0 ± 0,2 
ATR2-004 2,8 ± 0,1 4,45 ± 0,22 21,9 ± 1,0 3,5 ± 0,1 3,4 ± 0,1 
ATR2-005 2,8 ± 0,1 25,18 ± 3,56 16,0 ± 1,6 2,8 ± 0,0 22,1 ± 2,9 
ATR2-006 3,0 ± 0,1 15,81 ± 1,91 5,0 ± 0,1 1,7 ± 0,0 2,3 ± 0,0 
ATR2-007 3,3 ± 0,1 10,47 ± 0,69 8,9 ± 0,4 3,4 ± 0,1 4,1 ± 0,1 
ATR3-001 16,7 ± 3,0 4,53 ± 0,25 > 80 6,8 ± 0,3 58,6 ± 10,9 
ATR3-002 28,8 ± 2,8 0,01 ± 0,00 > 80 > 80 12,8 ± 0,8 
ATR3-003 32,1 ± 8,9 24,55 ± 2,70 > 80 > 80 > 80 
ATR3-004 43,3 ± 5,6 14,35 ± 2,47 > 80 22,5 ± 11,4 13,0 ± 1,6 
ATR3-005 47,3 ± 7,7 0,06 ± 0,00 > 80 61,0 ± 13,7 > 80 
ATR3-006 48,2 ± 10,5 0,17 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-007 > 80 0,0032 ± 
0,0005 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-008 > 80 0,0034 ± 
0,0004 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-009 > 80 0,0036 ± 
0,0006 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-010 > 80 0,0065 ± 
0,0005 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-011 > 80 0,01 ± 0,00 > 80 8,5 ± 0,8 > 80 
ATR3-012 > 80 0,01 ± 0,00 > 80 70,8 ± 6,2 > 80 
ATR3-013 > 80 0,0077 ± 
0,0010 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-014 > 80 0,0084 ± 
0,0007 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-015 > 80 0,0107 ± 
0,0010 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-016 > 80 0,0121 ± 
0,0023 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-017 > 80 0,01 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-018 > 80 0,02 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-019 > 80 0,0215 ± 
0,0019 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-020 > 80 0,0225 ± 
0,0012 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-021 > 80 0,03 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-022 > 80 0,0344 ± 
0,0020 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-023 > 80 0,03 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-024 > 80 0,04 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-025 > 80 0,05 ± 0,00 > 80 58,3 ± 16,1 > 80 
ATR3-026 > 80 0,0504 ± 
0,0037 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-027 > 80 0,0519 ± 
0,0019 
> 80 > 80 > 80 
ATR3-028 > 80 0,08 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
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Tabela A2.2: IC50 dos inibidores de ATR3-029 até ATR3-068 
Composto 
IC50 (µM) 
TcMEm TcMEc HsME1 HsME2 HsME3 
ATR3-029 > 80 0,09 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-030 > 80 0,09 ± 0,00 > 80 19,5 ± 1,9 73,5 ± 13,2 
ATR3-031 > 80 0,10 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-032 > 80 0,11 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-033 > 80 0,12 ± 0,00 > 80 63,5 ± 11,9 > 80 
ATR3-034 > 80 0,14 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-035 > 80 0,15 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-036 > 80 0,15 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-037 > 80 0,15 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-038 > 80 0,16 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-039 > 80 0,20 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-040 > 80 0,29 ± 0,00 > 80 71,4 ± 14,4 > 80 
ATR3-041 > 80 0,30 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-042 > 80 0,31 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-043 > 80 0,31 ± 0,01 > 80 28,9 ± 4,0 76,4 ± 9,5 
ATR3-044 > 80 0,32 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-045 > 80 0,32 ± 0,01 > 80 53,0 ± 10,5 > 80 
ATR3-046 > 80 0,33 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-047 > 80 0,35 ± 0,00 > 80 63,8 ± 11,0 > 80 
ATR3-048 > 80 0,36 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-049 > 80 0,36 ± 0,01 > 80 11,8 ± 1,0 43,9 ± 4,4 
ATR3-050 > 80 0,38 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-051 > 80 0,38 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-052 > 80 0,39 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-053 > 80 0,41 ± 0,00 > 80 5,7 ± 0,5 > 80 
ATR3-054 > 80 0,41 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-055 > 80 0,43 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-056 > 80 0,44 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-057 > 80 0,44 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-058 > 80 0,45 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-059 > 80 0,52 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-060 > 80 0,52 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-061 > 80 0,53 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-062 > 80 0,60 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-063 > 80 0,65 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-064 > 80 0,69 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-065 > 80 0,71 ± 0,01 > 80 > 80 > 80 
ATR3-066 > 80 0,72 ± 0,02 > 80 > 80 > 80 
ATR3-067 > 80 0,75 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
ATR3-068 > 80 0,80 ± 0,00 > 80 > 80 > 80 
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Tabela A2.3: IC50 dos inibidores de ATR3-069 até ATR3-108 
Composto 
IC50 (µM) 
TcMEm TcMEc HsME1 HsME2 HsME3 
ATR3-069 > 80  0,81 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-070 > 80  0,83 ± 0,00 > 80  77,1 ± 11,4 > 80  
ATR3-071 > 80  0,85 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-072 > 80  0,86 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-073 > 80  0,87 ± 0,00 > 80  > 80  > 80  
ATR3-074 > 80  0,90 ± 0,00 > 80  > 80  > 80  
ATR3-075 > 80  0,92 ± 0,00 > 80  > 80  > 80  
ATR3-076 > 80  0,95 ± 0,00 > 80  > 80  > 80  
ATR3-077 > 80  0,97 ± 0,00 > 80  > 80  > 80  
ATR3-078 > 80  1,03 ± 0,00 > 80  > 80  > 80  
ATR3-079 > 80  1,04 ± 0,00 > 80  > 80  > 80  
ATR3-080 > 80  1,05 ± 0,00 > 80  > 80  > 80  
ATR3-081 > 80  1,14 ± 0,00 > 80  > 80  > 80  
ATR3-082 > 80  1,15 ± 0,00 > 80  > 80  > 80  
ATR3-083 > 80  1,21 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-084 > 80  1,24 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-085 > 80  1,34 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-086 > 80  1,39 ± 0,01 > 80  12,3 ± 1,2 31,4 ± 3,1 
ATR3-087 > 80  1,46 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-088 > 80  1,48 ± 0,02 > 80  > 80  > 80  
ATR3-089 > 80  1,49 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-090 > 80  1,50 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-091 > 80  1,51 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-092 > 80  1,51 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-093 > 80  1,52 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-094 > 80  1,54 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-095 > 80  1,60 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-096 > 80  1,65 ± 0,03 > 80  > 80  > 80  
ATR3-097 > 80  1,67 ± 0,02 > 80  > 80  > 80  
ATR3-098 > 80  1,70 ± 0,02 > 80  > 80  > 80  
ATR3-099 > 80  1,77 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-100 > 80  1,81 ± 0,02 > 80  > 80  > 80  
ATR3-101 > 80  1,82 ± 0,02 > 80  > 80  > 80  
ATR3-102 > 80  1,87 ± 0,03 > 80  > 80  > 80  
ATR3-103 > 80  1,89 ± 0,05 > 80  > 80  > 80  
ATR3-104 > 80  1,89 ± 0,03 > 80  > 80  > 80  
ATR3-105 72,9 ± 12,3 1,94 ± 0,10 > 80  > 80  > 80  
ATR3-106 > 80  1,97 ± 0,02 > 80  > 80  > 80  
ATR3-107 > 80  2,18 ± 0,04 > 80  > 80  > 80  
ATR3-108 > 80  2,33 ± 0,12 > 80  > 80  > 80  
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Tabela A2.4: IC50 dos inibidores de ATR3-109 até ATR3-148 
Composto 
IC50 (µM) 
TcMEm TcMEc HsME1 HsME2 HsME3 
ATR3-109 > 80 2,39 ± 0,04 > 80 > 80 > 80 
ATR3-110 > 80 2,49 ± 0,03 > 80 > 80 > 80 
ATR3-111 > 80 2,52 ± 0,03 > 80 > 80 > 80 
ATR3-112 > 80 2,70 ± 0,05 > 80 > 80 > 80 
ATR3-113 > 80 2,95 ± 0,08 > 80 > 80 > 80 
ATR3-114 > 80 3,00 ± 0,08 > 80 > 80 > 80 
ATR3-115 > 80 3,20 ± 0,09 > 80 > 80 > 80 
ATR3-116 > 80 3,23 ± 0,06 > 80 > 80 > 80 
ATR3-117 > 80 3,24 ± 0,10 > 80 > 80 > 80 
ATR3-118 > 80 3,27 ± 0,11 > 80 > 80 > 80 
ATR3-119 > 80 3,29 ± 0,17 > 80 > 80 > 80 
ATR3-120 > 80 3,32 ± 0,07 > 80 > 80 > 80 
ATR3-121 > 80 3,35 ± 0,03 > 80 > 80 > 80 
ATR3-122 > 80 3,51 ± 0,14 > 80 > 80 > 80 
ATR3-123 > 80 3,52 ± 0,14 > 80 > 80 > 80 
ATR3-124 > 80 3,54 ± 0,08 > 80 > 80 > 80 
ATR3-125 > 80 3,63 ± 0,15 > 80 > 80 > 80 
ATR3-126 > 80 3,63 ± 0,33 > 80 > 80 > 80 
ATR3-127 > 80 3,77 ± 0,20 > 80 > 80 > 80 
ATR3-128 > 80 3,80 ± 0,06 > 80 > 80 > 80 
ATR3-129 > 80 3,88 ± 0,11 > 80 55,7 ± 7,8 > 80 
ATR3-130 > 80 4,09 ± 0,11 > 80 > 80 > 80 
ATR3-131 > 80 4,10 ± 0,11 > 80 > 80 > 80 
ATR3-132 > 80 4,12 ± 0,18 > 80 22,3 ± 2,3 49,4 ± 3,3 
ATR3-133 > 80 4,24 ± 0,21 > 80 > 80 > 80 
ATR3-134 > 80 4,31 ± 0,29 > 80 > 80 > 80 
ATR3-135 > 80 4,48 ± 0,10 > 80 > 80 > 80 
ATR3-136 > 80 4,56 ± 0,16 > 80 > 80 > 80 
ATR3-137 > 80 4,56 ± 0,13 > 80 > 80 > 80 
ATR3-138 > 80 4,61 ± 0,41 > 80 > 80 > 80 
ATR3-139 > 80 4,65 ± 0,22 > 80 > 80 > 80 
ATR3-140 > 80 4,73 ± 0,37 > 80 > 80 > 80 
ATR3-141 > 80 4,77 ± 0,33 > 80 > 80 > 80 
ATR3-142 > 80 4,84 ± 0,17 > 80 > 80 > 80 
ATR3-143 > 80 5,00 ± 0,27 > 80 > 80 > 80 
ATR3-144 > 80 5,02 ± 0,18 > 80 > 80 35,2 ± 3,9 
ATR3-145 > 80 5,22 ± 0,16 > 80 > 80 > 80 
ATR3-146 > 80 5,33 ± 0,09 > 80 > 80 > 80 
ATR3-147 > 80 5,35 ± 0,22 > 80 > 80 > 80 
ATR3-148 > 80 5,50 ± 0,16 > 80 > 80 > 80 
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Tabela A2.5: IC50 dos inibidores de ATR3-149 até ATR3-188 
Composto 
IC50 (µM) 
TcMEm TcMEc HsME1 HsME2 HsME3 
ATR3-149 > 80 5,53 ± 0,20 > 80 > 80 > 80 
ATR3-150 > 80 5,87 ± 0,11 > 80 > 80 > 80 
ATR3-151 > 80 5,92 ± 0,23 > 80 > 80 > 80 
ATR3-152 > 80 5,93 ± 0,49 > 80 > 80 > 80 
ATR3-153 > 80 5,94 ± 0,29 > 80 18,8 ± 8,0 2,3 ± 0,1 
ATR3-154 > 80 6,06 ± 0,36 > 80 > 80 > 80 
ATR3-155 > 80 6,13 ± 0,23 > 80 > 80 > 80 
ATR3-156 > 80 6,17 ± 0,27 > 80 > 80 > 80 
ATR3-157 > 80 6,25 ± 0,19 > 80 > 80 > 80 
ATR3-158 > 80 6,76 ± 0,36 > 80 > 80 > 80 
ATR3-159 > 80 6,82 ± 0,35 > 80 > 80 > 80 
ATR3-160 > 80 6,87 ± 1,92 > 80 > 80 > 80 
ATR3-161 > 80 6,91 ± 0,28 > 80 > 80 > 80 
ATR3-162 > 80 6,94 ± 0,38 > 80 > 80 > 80 
ATR3-163 > 80 6,99 ± 0,27 > 80 > 80 > 80 
ATR3-164 > 80 7,22 ± 0,40 > 80 > 80 > 80 
ATR3-165 > 80 7,22 ± 0,23 > 80 > 80 > 80 
ATR3-166 > 80 7,24 ± 0,37 > 80 > 80 > 80 
ATR3-167 > 80 7,52 ± 0,36 > 80 > 80 > 80 
ATR3-168 > 80 7,59 ± 0,28 > 80 > 80 > 80 
ATR3-169 > 80 7,64 ± 0,50 > 80 > 80 > 80 
ATR3-170 > 80 7,74 ± 0,80 > 80 > 80 > 80 
ATR3-171 > 80 7,76 ± 0,25 > 80 > 80 > 80 
ATR3-172 > 80 7,78 ± 0,57 > 80 > 80 > 80 
ATR3-173 > 80 7,81 ± 0,24 > 80 > 80 > 80 
ATR3-174 > 80 7,83 ± 0,32 > 80 > 80 45,3 ± 2,5 
ATR3-175 > 80 7,99 ± 0,47 > 80 > 80 > 80 
ATR3-176 > 80 8,04 ± 0,42 > 80 > 80 > 80 
ATR3-177 > 80 8,13 ± 0,21 > 80 > 80 > 80 
ATR3-178 > 80 8,14 ± 0,83 > 80 > 80 > 80 
ATR3-179 > 80 8,33 ± 0,92 > 80 > 80 > 80 
ATR3-180 > 80 8,59 ± 0,53 > 80 > 80 > 80 
ATR3-181 > 80 8,67 ± 0,32 > 80 63,2 ± 16,6 > 80 
ATR3-182 > 80 8,81 ± 0,59 > 80 > 80 > 80 
ATR3-183 > 80 8,96 ± 1,17 > 80 > 80 > 80 
ATR3-184 > 80 9,13 ± 0,73 > 80 > 80 > 80 
ATR3-185 > 80 9,86 ± 0,55 > 80 > 80 > 80 
ATR3-186 > 80 10,38 ± 1,08 > 80 > 80 > 80 
ATR3-187 > 80 10,42 ± 0,60 > 80 > 80 > 80 
ATR3-188 > 80 10,57 ± 0,35 > 80 > 80 > 80 
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Tabela A2.6: IC50 dos inibidores de ATR3-189 até ATR4-005 
Composto 
IC50 (µM) 
TcMEm TcMEc HsME1 HsME2 HsME3 
ATR3-189 > 80  10,72 ± 0,93 > 80  > 80  > 80  
ATR3-190 > 80  10,72 ± 0,43 > 80  > 80  > 80  
ATR3-191 > 80  10,79 ± 0,83 > 80  > 80  > 80  
ATR3-192 > 80  10,81 ± 0,79 > 80  > 80  > 80  
ATR3-193 > 80  11,09 ± 0,94 > 80  > 80  > 80  
ATR3-194 > 80  11,14 ± 0,62 > 80  > 80  > 80  
ATR3-195 > 80  11,59 ± 0,68 > 80  > 80  > 80  
ATR3-196 > 80  11,80 ± 0,91 > 80  22,3 ± 3,4 > 80  
ATR3-197 > 80  11,99 ± 1,28 > 80  > 80  > 80  
ATR3-198 > 80  12,16 ± 0,74 > 80  > 80  > 80  
ATR3-199 > 80  12,53 ± 0,74 > 80  > 80  > 80  
ATR3-200 > 80  14,00 ± 1,09 > 80  > 80  > 80  
ATR3-201 > 80  14,13 ± 1,34 > 80  > 80  > 80  
ATR3-202 > 80  14,26 ± 2,01 > 80  > 80  > 80  
ATR3-203 > 80  14,49 ± 4,19 > 80  > 80  > 80  
ATR3-204 > 80  15,67 ± 0,58 > 80  > 80  > 80  
ATR3-205 > 80  15,96 ± 1,13 > 80  > 80  > 80  
ATR3-206 > 80  16,48 ± 1,50 > 80  > 80  > 80  
ATR3-207 > 80  17,14 ± 1,81 > 80  > 80  > 80  
ATR3-208 > 80  20,04 ± 4,38 > 80  > 80  > 80  
ATR3-209 > 80  20,14 ± 3,04 > 80  > 80  > 80  
ATR3-210 > 80  21,23 ± 3,29 > 80  > 80  14,3 ± 1,0 
ATR3-211 > 80  21,28 ± 1,89 > 80  > 80  > 80  
ATR3-212 > 80  23,50 ± 2,87 > 80  > 80  > 80  
ATR3-213 > 80  26,49 ± 1,15 > 80  > 80  > 80  
ATR3-214 > 80  28,97 ± 2,61 > 80  > 80  > 80  
ATR3-215 > 80  31,70 ± 4,52 > 80  11,9 ± 1,1 > 80  
ATR3-216 > 80  39,26 ± 4,72 > 80  > 80  > 80  
ATR3-217 > 80  58,34 ± 8,70 > 80  > 80  > 80  
ATR3-218 > 80  12,25 ± 1,64 > 80  > 80  > 80  
ATR3-219 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR3-220 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR3-221 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR3-222 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR3-223 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR4-001 2,4 ± 0,1 52,60 ± 18,69 11,2 ± 1,3 > 80  42,4 ± 9,1 
ATR4-002 4,0 ± 0,2 > 80 43,2 ± 10,2 > 80  26,9 ± 4,3 
ATR4-003 5,1 ± 0,5 > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR4-004 6,2 ± 0,3 24,27 ± 1,81 6,8 ± 0,3 > 80  56,7 ± 11,4 
ATR4-005 26,2 ± 4,2 > 80 > 80  > 80  > 80  
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Tabela A2.7: IC50 dos inibidores de ATR4-006 até ATR7-012 
Composto 
IC50 (µM) 
TcMEm TcMEc HsME1 HsME2 HsME3 
ATR4-006 42,8 ± 9,6 51,05 ± 4,52 > 80  > 80  > 80  
ATR4-007 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR4-008 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR5-001 10,0 ± 0,7 > 80 > 80  > 80 > 80  
ATR5-002 15,6 ± 2,1 36,81 ± 6,62 > 80  14,7 ± 0,8 8,8 ± 0,4 
ATR5-003 20,4 ± 3,3 53,09 ± 6,54 > 80  > 80  22,4 ± 2,0 
ATR5-004 21,1 ± 1,4 44,06 ± 3,18 > 80  41,2 ± 10,4 12,0 ± 1,4 
ATR5-005 27,5 ± 4,7 52,12 ± 4,87 > 80  31,6 ± 2,5 36,4 ± 4,6 
ATR5-006 31,5 ± 2,0 47,97 ± 4,75 > 80  > 80  27,7 ± 3,2 
ATR5-007 31,8 ± 3,5 63,53 ± 3,87 > 80  9,2 ± 0,7 6,3 ± 0,2 
ATR5-008 33,0 ± 7,5 > 80 > 80  51,1 ± 8,5 20,2 ± 1,4 
ATR5-009 38,7 ± 5,9 > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR5-010 56,5 ± 13,6 34,59 ± 2,26 > 80  16,0 ± 0,9 11,4 ± 0,7 
ATR5-011 58,6 ± 5,1 > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR5-012 70,6 ± 28,7 > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR5-013 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR5-014 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR5-015 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR5-016 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR6-001 13,0 ± 1,3 > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR6-002 > 80  16,71 ± 1,26 > 80  > 80  > 80  
ATR6-003 > 80  50,82 ± 2,28 > 80  > 80  > 80  
ATR6-004 69,3 ± 6,6 > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR6-005 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR6-006 > 80  > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR7-001 23,9 ± 4,1 > 80 > 80  > 80  16,0 ± 2,5 
ATR7-002 > 80  0,87 ± 0,00 > 80  > 80  > 80  
ATR7-003 > 80  3,31 ± 0,07 > 80  > 80  > 80  
ATR7-004 > 80  4,04 ± 0,37 > 80  > 80  > 80  
ATR7-005 > 80  5,69 ± 0,33 > 80  > 80  > 80  
ATR7-006 > 80  6,32 ± 0,45 > 80  > 80  > 80  
ATR7-007 > 80  7,01 ± 0,33 > 80  > 80  > 80  
ATR7-008 > 80  8,85 ± 0,90 > 80  > 80  > 80  
ATR7-009 6,8 ± 1,0 > 80 > 80  > 80  > 80  
ATR7-010 3,8 ± 0,1 7,59 ± 0,35 12,7 ± 1,2 9,7 ± 0,8 11,5 ± 0,5 
ATR7-011 > 80  1,18 ± 0,01 > 80  > 80  > 80  
ATR7-012 > 80  6,89 ± 0,21 > 80  10,4 ± 1,0 > 80  
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Tabela A2.8: Atividade dos compostos testados em epimastigota de T. cruzi. 
Composto 
Atividade contra epimastigota a 
80 µM 
ATR2-001 Moderado 
ATR2-002 Inativo 
ATR2-003 Inativo 
ATR2-004 Inativo 
ATR2-005 Inativo 
ATR2-006 Inativo 
ATR2-007 Inativo 
ATR3-007 Moderado 
ATR3-009 Moderado 
ATR3-011 Inativo 
ATR3-017 Moderado 
ATR3-020 Moderado 
ATR3-029 Inativo 
ATR3-037 Inativo 
ATR3-045 Ativo 
ATR3-048 Inativo 
ATR3-050 Inativo 
ATR3-060 Inativo 
ATR3-071 Moderado 
ATR3-073 Ativo 
ATR3-096 Inativo 
ATR3-101 Inativo 
ATR3-128 Ativo 
ATR3-129 Moderado 
ATR3-154 Inativo 
ATR3-171 Moderado 
ATR3-179 Inativo 
ATR4-001 Moderado 
ATR4-002 Moderado 
ATR4-003 Ativo 
ATR4-004 Inativo 
ATR5-001 Ativo 
ATR6-001 Ativo 
ATR7-002 Inativo 
ATR7-003 Inativo 
ATR7-004 Moderado 
ATR7-005 Ativo 
ATR7-006 Ativo 
ATR7-007 Inativo 
ATR7-008 Ativo 
ATR7-009 Moderado 
ATR7-010 Ativo 
ATR7-011 Moderado 
ATR7-012 Inativo 
Os compostos foram classificados conforme a porcentagem de 
parasitas viáveis após o tratamento com o composto em relação 
ao controle, sendo ativo, moderado e inativo, os que 
apresentaram < 25%, entre 25 e 75% e > 75% parasitas viáveis, 
respectivamente. 
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